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(57) Abstract 

The invention concerns nucleic acid molecules coding for preproproteins which, after maturation, display the biological activity of the 
mistletoe lectin dimer, vectors containing these nucleic acid molecules, hosts transformed by these vectors and polypeptides and polypeptide 
dimers coded by these nucleic acid molecules. The polypeptides and polypeptide dimers according to the invention have many therapeutic 
applications. Therefore the invention further concerns immunotoxins and drugs containing the polypeptides and polypeptide dimers according 
to the invention. The invention further concerns diagnostic compositions which contain the nucleic acid molecules according to the invention 
and the polypeptides and polypeptide dimers and/or primers according to the invention which specifically hybridize on the nucleic acid 
molecules according to the invention. Finally, the invention concerns plant-protectives containing the polypeptides and/or polypeptide 
dimers according to the invention. 



(57) 

Die Erfindung betrifft Nucleinsauremolekule, die Praproproteine codieren, die nach Reifung die biologische Aktivitat des 
Mistellektindimers aufweisen, Vektoren, die diese Nucleinsauremolekule enthalten, mit diesen Vektoren transformierte Wirte und 
Polypeptide bzw. Polypeptiddimere, die von diesen Nucleinsauremolekulen codiert werden. Die erfindungsgemaBen Polypeptide bzw. 
Polypeptiddimere sind therapeutisch vielseitig anwendbar. Sorait betrifft die Erfindung femer Immuntoxine und Arzneimittel, die die 
erfindungsgemaBen Polypeptide bzw. Polypeptiddimere enthalten. Femer betrifft die Erfindung diagnostische Zusammensetzungen , die 
die erfindungsgemaBen Nucleinsauremolekule, die erfindungsgemaBen Polypeptide bzw. Polypeptiddimere und/oder Primer, die spezifisch 
an die erfindungsgemaBen Nucleinsfiuremolekiile hybridisieren, enmalten. SchlieBlich betrifft die Erfindung Pflanzenschutzmittel, die die 
erfindungsgemaBen Polypeptide und/oder Polypeptiddimere enmalten. 
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REKOMBINANTES MISTELLEKTIN (rML) 

Die Erfindung betrifft Nucleinsauremolektile, die Prapropro- 
teine codieren, die nach Reifung die biologische Aktivitat des 
Mistellektindimers aufweisen, Vektoren, die diese Nuclein- 
sauremolekUle enthalten, mit diesen Vektoren transformierte 
Wirte und Polypeptide bzw. Polypeptiddimere, die von diesen 
Nucleinsauremolekttlen codiert werden. Die erf indungsgemaBen 
Polypeptide bzw. Polypeptiddimere sind therapeutisch vielsei- 
tig anwendbar. Somit betrifft die Erfindung ferner Immuntoxine 
sowie Arzneimittel/ die die erf indungsgemaBen Polypeptide bzw. 
Polypeptiddimere enthalten. Ferner betrifft die Erfindung dia- 
gnostische Zusammensetzungen, die die erfindungsgemaflen 
Nucleinsauremolekttle, die erf indungsgemaBen Polypeptide bzw. 
Polypeptiddimere und/oder Primer, die spezifisch an die erf in- 
dungsgemaBen Nucleinsauremolekttle hybridisieren, enthalten . 
SchlieBlich betrifft die Erfindung Pf lanzenschutzmittel, die 
die erfindungsgemafien Polypeptide und/oder Polypeptiddimere 
enthalten. 

Mistelextrakte werden seit Jahrhunderten therapeutisch ge- 
nutzt. Seit Anfang dieses Jahrhunderts werden Mistelpraparate 
zur Krebstherapie mit unterschiedlichem Erfolg angewandt 
[Bocci, 1993; Gabius et al., 1993; Gabius & Gabius, 1994; Gan- 
guly & Das, 1994]. Hajto et al. [1989, 1990] konnte zeigen, 
daB die therapeutischen Effekte insbesondere durch sogenannte 
Mistellektine (Viscumine, Viscum album Agglutinine, VAA) ver- 
mittelt werden. Es wird neben einer cytotoxischen Wirkung 
heute insbesondere eine (unspezif ische) Immunstimulation 
diskutiert, deren positive Effekte zur begleitenden Therapie 
und zur Nachsorge von Tumorpatienten ausgenutzt werden. Eine 
Steigerung der Lebensqualitat bei solchen Patienten wird mog- 
licherweise durch die Ausschtittung korpereigener Endorphine 
vermittelt [Heiny und Beuth, 1994]. 

Zahlreiche Untersuchungen in vitro [Hajto et al., 1990; Mannel 
et al., 1991; Beuth et al., 1993] und in vivo [Hajto, 1986; 
Hajto et al., 1989, Beuth et al., 1991; Beuth et al . , 1992], 
sowie klinische Studien [Beuth et al., 1992] belegen die er- 
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hohte Freisetzung von inf lammatorischen Cytokinen (TNF-a, IL- 
1, IL-6) sowie eine Aktivierung von zelluiaren Komponenten des 
Immunsys terns (T H -Zellen, NK-Zellen) . 

Als aktives Prin2ip der Mistelextrakte wird heute ein 60kDa 
Mistellektin-Protein angesehen, das auf biochemischen Weg aus 
Extrakten gewonnen werden kann [Franz et al., 1977; Gabius et 
al., 1992]. Das ML-Protein besteht aus zwei kovalent S-S ver- 
brtickten Untereinheiten, dessen A-Kette fiir eine enzymatische 
Inaktivierung von Ribosomen [Endo et al., 1988] und dessen B- 
Kette .fiir die Carbohydratbindung verantwortlich ist. Die bio- 
logische Aktivitat wird nach bisherigem Kenntnisstand haupt- 
sachlich auf die Lektinaktivitat der B-Kette zuriickgefuhrt 
[Hajto et al., 1990] . 

Das Wissen um Struktur-Wirkungsbeziehungen des Mistellektins 
(ML) ist jedoch bis heute gering. So ist der Beitrag der ein- 
zelnen Ketten und deren unterschiedliche biochemische und en- 
zymatische Aktivitaten zur beobachteten Wirkung bzw. den the- 
rapeutischen Effekten unklar. Erschwert wird die Analyse der 
Struktur-Wirkungsbeziehungen durch Kontamination der Prapara- 
tionen mit anderen Pf lanzeninhaltsstof f en der Mistel [Stein & 
Berg, 1994] . Es wird eine Abhangigkeit der Aktivitat von Ex- 
traktpraparaten von unterschiedlichen Zusammensetzungen der 
Extrakte, wiederum abhanging von der Art des Wirtsbaums (z.B. 
Apfel, Kiefer, Pappel) diskutiert [HUlsen et al., 1986]. So- 
wohl fUr Viscotoxine [Garcia-Olmedo et al., 1983; Mendez et 
al., 1990] als auch ftir die weiteren Viscumine (z. B. ML-2, 
ML-3) werden ahnliche Wirkungen postuliert [Eifler et al., 
1994] . Selbst auf biochemischen Weg 

(Af f initatschromatographie) hochrein aufgereinigte ML Prapa- 
rationen weisen eine bedeutende Heterogenitat (Fig. 8) auf. 
Diese Heterogenitat bezieht sich auf die biochemisch mefibaren 
Aktivitaten der Ketten, auf die hervorgeruf enen in vitro und 
in vivo Effekte, wie auch auf die Proteinstrukturen selbst. 
Strukturvarianten werden fiir Glycosylierungen der ML A- und B- 
Kette sowie fttr Sequenzvariationen diskutiert. Gabius et al. 
[1992] und Dietrich et al. [1992] zeigen eine Sequenzvariabi- 
litat der Al und A2-Ketten des ML-1. 
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Urn die therapeutischen Wirkungen des Mistellektins genauer 
untersuchen zu konnen, ist dessen Reindarstellung als struktu- 
rell homogene Substanz wtinschenswert . Ferner ist fur die Fach- 
welt von Interesse/ Mistellektin oder seine Bestandteile in 
grofien Mengen in reiner Form herstellen zu kbnnen, urn es/sie 
beispielsweise grofitechnisch als wirksamen Bestandteil von 
Arzneimitteln einsetzen zu kSnnen. Diese Ziele konnten bisher 
durch die im Stand der Technik bekannten Verfahren nicht anna- 
hernd realisiert werden. Bei Isolierungen aus pflanzlichem 
Material wird nach dem derzeitigen Stand der Technik immer ein 
heterogenes Substanzgemisch erhalten. 

Die Heterogenitat pflanzlicher Mistellektin-Praparationen re- 
sultiert unter anderem aus der posttranslationalen Prozessie- 
rung des ML-1 in die Isoformen ML-2 und ML-3, sodafi Mistellek- 
tin-Praparationen in Abhangigkeit von Isolierungsmethodik oder 
Fermentationsdauer einem variierenden Gehalt von ML-1, ML-2 
und ML-3 aufweisen (Jaggy et al. 1995) . Jede der genannten 
Isoformen weist zudem noch eine weitergehende Mikroheterogeni- 
tat auf, die in Fig. 8 am Beispiel des ML-1 durch isoelektri- 
sche Chromatofokusierung gezeigt ist. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war somit, Mistellektin in 
reiner Form und in Mengen zur Verfugung zu stellen, die eine 
grofitechnische Verwertung erlauben. Die Aufgabe wird durch die 
in den Anspruchen gekennzeichneten Ausfilhrungsformen gelost. 

Somit betrifft die Erfindung ein NucleinsauremolekUl, das 
(a) ein Praproprotein codiert, das nach Reifung die biologi- 
sche Funktion des Mistellektindimers auf weist und die in Fig. 
4c dargestellte Nucleotidsequenz aufweist; (b) ein Fragment 
des Praproproteins gemafi (a) codiert, wobei das Fragment ein 
biologisch aktiver Bestandteil des Mistellektindimers ist; 

(c) sich durch die Degeneration des genetischen Codes vom 
NucleinsSuremolekul gemaJS (a) oder (b) unterscheidet ; oder 

(d) unter stringenten Bedingungen mit dem NucleinsauremolekUl 
gemafi (a), (b) oder (c) hybridisiert und die ein Polypeptid 
mit der in (a) oder (b) angegebenen biologischen Funktion bzw. 
Aktivitat codiert. 
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In der Darstellung von Gensequenzen des Mistellektins konnen 
erstmals ausgehend von dieser Sequenz rekombinante, hochreine 
Einzelketten (rMLA, rMLB) erhalten werden, die in vitro 
reassoziert werden konnen und so ein rML-Holoprotein ergeben, 
das proteinchemisch, enzymatisch und strukturell homogen ist. 
Das reassoziierte rekombinante Protein weist keine Va- 
riability und Mikroheterogenitat, insbesondere hinsichtlich 
der Primarstruktur und der posttranslationalen Modif ikationen 
(Glycosylierungen, Phosphorylierungen) auf und ist sowohl als 
Holoprotein, als Teilkette und in Form von Subfragmenten fur 
therapeutische Zwecke besonders geeignet. 

Unter einem "Fragment" eines Mistellektinpraproteins wird er- 
f indungsgemafi jedes Fragment/ also nicht nur ein nattirlicher- 
weise vorkommendes Fragment verstanden, das ein biologisch ak- 
tiver Bestandteil des Mistellektindimers ist. Zur Verdeutli- 
chung wird darauf hingewiesen, dafl der Fachmann unter einem 
derartigen biologisch aktiven Bestandteil des Mistellektindi- 
mers selbstverstandlich auch solche Bestandteile versteht, die 
Bestandteile der einzelnen Ketten des Dimers sind. Somit sind 
naturlich auch einzelne Ketten oder Fragmente davon, die Be- 
standteil der in Fig. 4c dargestellten Sequenz sind, Gegen- 
stand der Erfindung. 

Der Begriff "naturlicherweise" in Verbindung mit "Bestandteil 
des Mistellektins" bedeutet erf indungsgemafi, dafl das so ge- 
kennzeichnete Fragment entweder eine Kette des Mistellektindi- 
mers darstellt oder ein Subfragment der Kette ist, das nattir- 
licherweise in der Kette vorkommt. Diese Fragmente sind vor- 
zugsweise biologisch aktiv. 

Unter "biologisch aktiv" wird erf indungsgemafl verstanden, dafl 
diese Fragmente mindestens eine biologische Funktion der Ket- 
ten oder des Dimers wie in dieser Anmeldung beschrieben oder 
eine sonstige biologische Funktion der einzelnen Ketten oder 
des Dimers aufweisen. Auflerdem wird unter "biologisch aktiv" 
auch eine pharmakologische und/oder immunologische Aktivitat 
verstanden. 
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Mit Hilfe rekombinanter ML-Proteine ist zusatzlich die Unter- 
suchung der Beitrage der einzelnen Domanen und SubdomSnen ex- 
perimentell erstmals moglich. Rekombinante ML-Proteine und re- 
kombinante Untereinheiten/Teilketten sind die Grundlage ent- 
sprechender definierter Monosubstanzpraparate als Ersatz von 
Extraktpraparaten und standardisierten Extrakten. 

Die Clonierung des Mistellektin codierenden Gens konnte auf 
der Basis einer neuen Clonierungsstrategie Uberraschenderweise 
bewerkstelligt werden, nachdem konventionelle Clonie- 
rungsstrategien versagt hatten: 

Vom Mistellektin ML-1 sind eine Reihe von proteinchemischen 
Daten bekannt. Es sind dies neben Molekulargewicht und Unter- 
einheitenstruktur insbesondere kurze N-terminale Peptide, de- 
ren Aminosauresequenzen unabhangig von Dietrich et al. [1992] 
v und Gabius et al. [1992] [siehe auch DE4221836] beschrieben 
worden sind. Es ist praktisch unmoglich, ausgehend von den N- 
terminalen Peptiden der A- bzw. B-Kette aufgrund von deren 
Aminosaurezusammensetzungen und dem damit verbundenen hohen 
Degenerationsgrad der ableitbaren Nucleinsauresequenzen syn- 
thetische Oligonucleotide herzustellen, deren Degenerations- 
grad ausreichend niedrig ist, urn beim Screening von genomi- 
schen Genbibliotheken zur Identif ikation von ML-Genf ragmenten 
zu kommen. Dies gilt ebenfalls fiir cDNA-Genbanken, die ausge- 
hend von Viscum album poly-(A+) RNA dargestellt wurden. 

Die Polymerase-Kettenreaktion erlaubt die Amplif ikation von 
DNA-Abschnitten, die zwischen bekannten Abschnitten liegen 
[Erlich et al., 1988]. Mit einem ,! sense"-01igonucleotid aus- 
gehend von N-Terminus von MLA und einem "antisense" Oligo- 
nucleotid N-terminal von MLB ware eine Amplif ikation des da- 
zwischenliegenden Genabschnitts unter der Vorraussetzung der 
Intronfreiheit des ML-Gens denkbar (Fig. la) . In der Praxis 
zeigt eine Analyse der N-terminalen Sequenz der B-Kette, dali 
der Degenerationsgrad der denkbaren Korabinationen von Oligo- 
nucleotiden fiir eine erfolgreiche Durchfiihrung dieses Ansatzes 
jedoch viel zu hoch ist. Dies begrundet sich insbesondere aus 
der fiir eine Oligonucleotidkonstruktion ungiinstigen Sequenz 
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des B-Ketten N-Terminus, wodurch eine Amplif ikat ion von ML- 
Gensequenzen ausgehend von den bekannten Aminosauresequenzbe- 
reichen nicht praktikabel ist (Fig. lb) . 

Zur Clonierung des ML-Gens mit Hilfe einer veranderten PCR- 
Strategie wurde daher versucht, zur Konstruktion von Amplifi- 
. kationsoligonucleotiden weitere Proteindaten, insbesondere auf 
der Basis von Verwandschaf tsbeziehungen des Mistellektins zur 
Klasse der Typ I und Typ II Ribosomen-inaktivierenden Proteine 
(RIPs) [Stirpe et al., 1992] einflieBen zu lassen. Basierend 
auf multiplen Alignments von (a) Typ I RIP-Proteinen und 
Ricin- A-Ket ten sowie (b) den B-Ketten von Abrin und Ricin 
wurden an insgesamt 8 Sequenzbereichen konservierte Regionen 
identifiziert . Ausgehend von diesen Sequenzregionen und unter 
Einbeziehung von Codonnutzungstaf eln verwandter Spezies wurden 
insgesamt 21 Oligonucleotide konstruiert und in verschiedenen 
Kombinationen zu mehr als 200 Amplif ikationsexperimenten 
eingesetzt. In keinem Fall konnten jedoch spezifische 
Amplifikationsprodukte erhalten werden, obwohl die PCR-Be- 
dingungen, was Anneal ing-Temperatur, Mg 2+ -Gehalt sowie Zy- 
klusparameter betrifft, in weiten Grenzen variiert wurden. 

Sowohl Screening von genomischen und cDNA-Banken als auch die 
Anwendung von PCR-Techniken erlaubten es somit nicht, aufgrund 
der angefuhrten Uberlegungen zu spezifischen ML-DNA-Sequenzen 
zu gelangen. 

Es wurde daher nach neuen Wegen gesu'cht, weitere strukturelle 
Eigenschaften der Ricin- und Abrin- Struktur in die Konstruk- 
tion der Amplif ikationsoligonucleotide einfliefien zu lassen. 

Da der enzymatische Mechanismus von Ribosomen inaktivierenden 
Proteinen (RIPs), hier insbesondere dem TypII-RIP Ricin, dem 
des ML gleicht [Endo et al., 1988a +1988b] / war nicht auszu- 
schlieiien, dafi auch strukturelle Ubereinstimmungen auf der 
Ebene der funktionellen Primar- und Tertiarstrukturbereiche 
vorhanden sind. Ausgehend von der Kristallstruktur von Ricin 
[Katzin et al., 1991; Rutenber & Robertus, 1991; Weston et 
al., 1994] ergab eine Analyse der Kettenf lexibilitaten in der 
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Ricin-A Kette einen Hinweis auf die geringe Mobilitat des 
Argl80, das innerhalb eines konservierten Sequenzbereiches 
liegt. Weiterhin wurde eine Analyse der aufgrund der steri- 
schen Anordnung des KettenrUckgrats gegebenen moglichen Ami- 
nosauresubstitutionen in diesem Bereich des aktiven Zentrums 
unter Berucksichtigung der Substrat-wechselwirkungen durchge- 
ftihrt. Die Ergebnisse dieser Uberlegungen wurden nun mit einer 
Auswertung von umfassenden Sequenzalignments der Ricin-A-Kette 
und weiteren TypI RIPs in Bezug gebracht. 

Mit der Erweiterung der Ergebnisse der Sequenzvergleiche durch 
die Einbeziehung struktureller Daten ergaben sich so Wahr- 
scheinlichkeitsdaten ftir das Auftreten bestimmter Aminosaure- 
reste an bestimmten Positionen. Dadurch wurde es moglich, eine 
Reihe von theoretischen ML-Aminosauresequenzen ftlr diesen Be- 
reich zu postulieren und anhand dieser ein entsprechendes 
aufiergewdhnlich gering degeneriertes Oligonucleotide (RMLA2) 
zu konstruieren (Fig. lc) . 

Es konnten nun mit der Kombination RMLA1 (ein degeneriertes 
Oligonucleotid, das aus der N-terminalen AminosSuresequenz der 
MLA-Kette abgeleitet wurde; vgl. Fig. lb) und dem durch obige 
Uberlegungen konstruierten "active-site" Oligonucleotid RMLA2 
bei definierten PCR-Parametern ausgehend von komplexer 
genomischer ML-DNA Fragmente erhalten werden, nachdem alle 
diesbezuglichen alternativen Ans&tze wie oben beschrieben ohne 
Ergebnis geblieben waren. 

Die Vervollstandigung der Sequenzinformation des Gens wurde 
nun uber spezif ische nichtdegenerierte Oligonucleotidprimer, 
abgeleitet aus der mit Clonierung und Sequenzierung des Frag- 
ments a (Fig. 3) vorhandenen Genteilsequenz des MLA, und de- 
generierten Oligonucleotide^ abgeleitet aus RIP I und 
Ricin/Abrin Sequenzalignments, mit Hilfe von weiteren PCR- 
Amplif ikationen durchgefiihrt . Zur Konstruktion der degenerier- 
ten B-Ketten-Oligonucleotide wurden Sequenzalignments der B- 
Ketten der Ricine und Abrine herangezogen, wo ebenfalls einige 
Bereiche hoher Konservierung gefunden wurden. 
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Zur Darstellung der 5 1 - und 3'-Enden des Holoproteins, B-Ket- 
ten-Teilfragmente sowie der 5'- und 3 1 - nichttranslatierten 
Abschnitte wurde ausgehend von isolierter Mistel-RNA analoge 
cDNA durch reverse Trans kription synthetisiert und mit Hilfe 
der RACE-Technik [Frohman et al., 1988] die entsprechenden 
Genabschnitte dargestellt. Nachdem eine Vielzahl sich jeweils 
uberlappender Genf ragmente vorhanden war (Fig. 3), wurden an- 
schlieBend vollstandige A-Ketten- und B-Ketten-Genabschnitte, 
jeweils ausgehend von komplexer genomischer Mistel-DNA wie- 
derum durch spezifische PGR dargestellt. Die Gensequenzen von 
rMLA und rMLB, versehen mit terminalen Modif ikationen, sind in 
Fig. 4a und Fig. 4b dargestellt. Die auch 5'- und 3'- 
nichttranslatierte Bereiche sowie Endopeptid- und Signalpep- 
tid-codierende Genabschnitte umfassende vollstandige ML-Gen- 
sequenz ist in Fig. 4c dargestellt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erf indungsgemafien 
Nucleinsauremolektils ist das Fragment die A-Kette des Mistel- 
lektins, die durch die in Fig. 4a (MLA) dargestellte Nucleo- 
tidsequenz codiert wird. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemailen Nucleinsauremolektils ist das Fragment die B-Kette des 
Mistellektins, die durch die in Fig. 4b (MLB) dargestellte 
Nucleotidsequenz codiert wird. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft 
ein NucleinsauremolekUl, das ein DNA-MolekUl ist. 

Erfindungsgemafi wird unter "DNA-MolekUl" sowohl ein genomi- 
sches, wie auch ein cDNA-Molekul oder ein (semi) synthetisches 
DNA-MolekUl verstanden. Verfahren zur Herstellung dieser ver- 
schiedenen DNA-Mo 1 e ku 1 e sind dem Fachmann in Kenntnis der er- 
findungsgemafien Lehre bekannt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
ist das NucleinsauremolekUl ein RNA-MolekUl. 
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Die Erfindung betrifft ferner ein Nucleinsauremolekttl, das ein 
antisense-Strang zu einem der vorstehend beschriebenen erfin- 
dungsgemafien NucleinsauremolekUle ist. Ein solcher antisense- 
Strang kann beispielsweise zum Zwecke der Transkirptionsinhi- 
bition und damit ftir Expressions- oder Regulationsstudien in 
der Pflanze eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft ferner einen Vektor, der mindestens ein 
erfindungsgemafies Nucleinsauremolekttl enthalt. 

Der erfindungsgemafie Vektor kann beispielsweise ein einziges 
erfindungsgemafies Nucleinsauremolekttl enthalten, das das ge- 
samte Mistellektin-Praproprotein codiert. Sofern dieser Vektor 
ein Expressionsvektor ist, kann das Praproprotein in einem 
geeigneten transformierten Wirt prozessiert werden und die mo- 
nomeren Einheiten konnen zum Mistellektindimer in vivo oder in 
vitro zusammengefttgt werden. In einer anderen Ausfiihrungsform 
ist der erfindungsgemafie Vektor ein Vektor, der lediglich zur 
Propagation der erf indungs gemaB en Nucleinsaure eingesetzt 
wird. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt der erfindungs- 
gemafie Vektor sowohl ein Nucleinsauremolekul, das die A-Kette 
des Mistellektins oder ein Fragment davon codiert, als auch 
ein Nucleinsauremolekul, das die B-Kette oder ein Fragment da- 
von codiert. Vorzugsweise sind die Fragmente der Monomere bio- 
logisch aktiv. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist der erfin- 
dungsgemafie Vektor ein Expressionsvektor. Dem Fachmann ist 
klar, wie er geeignete Expressionsvektoren fur verschiedene 
Wirtsorganismen bereitstellt . 

Erf indungs gemafi wurde zur heterologen Expression eine fur die 
Mistellektin A-Kette codierende Sequenz durch spezifische PCR 
ausgehend von komplexer genomischer Mistel-DNA dargestellt. 
Uber nicht-komplementare Bereiche der eingesetzten Primer- 
Oligonucleotide wurden hierbei Trans lations-Kontrollelemente 
sowie Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen an- 
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geftigt, wodurch ausgehend von dem genomisch vorliegenden 
Prapromistellektin-Gen die Clonierung und getrennte Expression 
der Mistellektin A-Kette ermoglicht wurde. 

Der S'-Bereich der fiir rMLA codierenden Sequenz entsprechend 
der Aminosaurereste Tyrosin 1 - Tyrosin 17 [Dietrich et al., 
1992; Gabius et al., 1992] wurde unter Vorschaltung eines 
Translations-Startcodons als synthetisches Genfragment durch 
Hybridisierung und Clonierung zweier Oligonucleotide darge- 
stellt. Hierdurch wurde eine Optimierung der Gensequenz hin- 
sichtlich der Codon-Auswahl, wie sie fur stark exprimierte 
Gene in Escherichia coli beschrieben ist [Gribskov et al., 
1984]/ erzielt. Am 3 f -Ende des synthetischen rMLA-Genfragments 
sowie am S'-Ende des mittels PGR dargestellten rMLA-Genfrag- 
ments wurde durch den gezielten Austausch des Tyrosin 17 -Codons 
von TAC zu TAT eine Ssp I - Restriktionsschnittstelle einge- 
ftthrt, die eine Fusion der beiden rMLA-Genfragmente unter Dar- 
stellung des Vektors pML14-17 (Fig. 5) ermoglichte. Die fiir 
rMLA codierende Sequenz wurde durch DNA-Sequenzierung besta- 
tigt (Fig. 4a) . Zur Expression von rMLA in Escherichia coli 
wurde die Gensequenz aus dem Vektor pML14-17 isoliert und 
durch Insertion in den Expressionsvektor pT7-7 [Studier & 
Moffart, 1986] unter die Kontrolle des T7-RNA Polymerase Pro- 
motors sowie eines Transkriptionsterminators gestellt. Mit dem 
resultierenden Expressionsvektor pT7-MLA (Fig. 5) wurde der E. 
coli Expressionsstamm BL21 trans formiert. Die Induktion der 
Genexpression ist durch das Auftreten einer Proteinbande 
entsprechend der nicht-glykosylierten, rekombinanten Mistel- 
lektin A-Kette gekennzeichnet, die eine relative Molekiilmasse 
von 25 kDa besitzt. Nachweis und Identif izierung des rekombi- 
nanten Expressionsproduktes erfolgte durch Western-Blot Ana- 
lyse unter Verwendung eines spezifischen anti-MLA-Antikorpers 
(Fig. 7) . 

Zur heterologen Expression der Mistellektin B-Kette wurde die 
vollstandige, MLB codierende Sequenz durch spezifische PCR aus 
komplexer genomischer Viscum album DNA amplif iziert, wobei 
uber nicht-komplementare Bereiche der eingesetzten Primer- 
Oligonucleotide Translationskontrollelemente sowie Erken- 
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nungssequenzen ftir Restriktionsendonukleasen eingeftihrt wurden 
(Fig. 6). Das resultierende 0,8 kbp PCR-Produkt wurde nach 
Clonierung im TA-Clonierungsvektor pCRII durch Insertion in 
den Expressionsvektor pT7-7 unter die Kontrolle von Transkrip- 
tionskontrollelementen gestellt und mit dem resultierenden 
Expressionsvektor pT7-MLB der Express ions starom E. coli BL21 
transformiert. 



Die Integritat der rMLB-codierenden Sequenz wurde durch DNA- 
Sequenzierung bestatigt (Fig. 4b) . Der Nachweis der Expression 
erfolgte durch Western-Blot Analyse unter Verwendung eines 
spezifischen anti-MLB-Antikbrpers (TB33, Tonevitsky et al., 
1995) , wobei 2h nach Induktion der Genexpression ein immunre- 
aktives Protein mit einer relativen MolekUlmasse von 31 kDa 
entsprechend der nicht-glykosylierten, rekombinanten Mistel- 
lektin B-Kette auftrat (Fig. 7b). Eine Analyse der Zellfrak- 
tionen nach Gesamtzellauf schlufi der E. coli Zellen zeigte eine 
Aufteilung der synthetisierten rMLB-Kette in einen ISslichen 
Anteil im Oberstand sowie einen unldslichen "inclusion bodies" 
Anteil im Sediment des E. coli Zellauf schlufies, wobei 4 h nach 
Induktion der losliche bzw. unlosliche Anteil jeweils 50 % der 
Gesamtausbeute betrug (Fig. 7b) . 

Ferner betrifft die Erfindung einen Wirt, der mit mindestens 
einem erf indungsgemafien Vektor transformiert ist. 

Je nach Zielsetzung des Fachmannes kann mit dem erf indungsge- 
mafien Wirt lediglich eines der beiden Monomere Oder die Kombi- 
nation beider Monomere, vorzugsweise als assoziiertes Dimer 
hergestellt werden. Der erf indungsgem^fie Wirt kann eine eu- 
karyontische Oder prokaryontische Zelle, eine transgene 
Pflanze Oder ein transgenes Tier sein. 

Vorzugsweise ist der erf indungsgemafie Wirt eine Saugerzelle, 
eine Pf lanzenzelle, ein Bakterium, eine Pilzzelle, eine Hefe- 
zelle, eine Insektenzelle oder eine transgene Pflanze. 

In einer besonders bevorzugten Ausftihrungsf orm ist der erfin- 
dungsgemafie Wirt das Bakterium E.coli, eine Aspergillus-Zelle 
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Oder eine Spodoptera-Zelle, vorzugsweise eine Spodoptera fru- 
giperda-Zelle. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Polypeptid, das von dem er- 
findungsgemafien Nucleinsauremolekiil oder dem erf indungsgemaften 
Vektor codiert wird und/oder vom erf indungsgem^fien Wirt 
produziert wird. 

Das erf indungsgemalie Polypeptid weist vorzugsweise die biolo- 
gische Aktivitat der A-Kette oder der B-Kette des Mistellek- 
tins auf. In anderen AusfUhrungsformen kann das erf indungsge- 
mafie Polypeptid jedoch auch nur einen Teil der biologischen 
Aktivitat oder gar keine biologische Aktivitat mehr aufweisen. 
Unter "Teil der biologischen Aktivitat" wird erf indungsgemaB 
entweder eine verminderte Aktivitat und/oder eine Anzahl von 
Aktivitaten aus dem biologischen Aktivitatsspektrum 
verstanden. Das erf indungsgemSBe Polypeptid kann auch ein 
Fragment der A- oder B-Kette sein, das eine der vorgenannten 
Eigenschaften aufweist. 

Untersuchung der Eigenschaften von rMLA, rMLB und rML-Holopro- 
tein 

(I) Relative Molekulmassen und Struktur 

Die relativen Molekulmassen wurden durch SDS-Polyacrylamidgel- 
Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen und der 
anschliefienden Proteinfarbung mittels Silber bzw. Coomassie- 
Brilliant-Blue bzw. durch immunologische Farbung im Rahmen 
einer Western-Blot Analyse bestimmt. 

Oberraschenderweise wurde hierbei gefunden, dafi die rekombi- 
nante, nicht-glykosylierte Mistellektin A-Kette eine relative 
Molekulmasse von 25 kDa zeigt und sich damit signifikant von 
den naturlichen Mistellektin A-Ketten Ai mit 31 kDa bzw. A2 
mit 29 kDa unterscheidet . Dieser Unterschied im relativen Mo- 
lekulargewicht ist vor allem deshalb Uberraschend, weil im 
Stand der Technik davon ausgegangen wurde, dafi die A-Kette 
nicht glykolisiert ist. Die rekombinante Mistellektin B-Kette 
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weist eine relative Molektllmasse von 31 kDa auf und ist damit 
wesentlich leichter als die glykosylierte, nattlrliche Mistel- 
lektin B-Kette mit 36 kDa:. (Fig. 7). 

Die bei natttrlichen ML-Proteinen auftretende Heterogenitat 
aufgrund Glykosylierung und/oder Sequenzvariationen, die sich 
im SDS-Gel als breite Bande zeigt, . tritt im Falle der rekombi- 
nanten Spezies in keinem untersuchten Fall auf. 

Die relativen Molektilmassen des reassoziierten rMLA /rMLB Ho- 
loproteins (rML) addieren sich zu 56 kDa im Vergleich zu dem 
schwereren nML mit 65 - 67 kDa. 

(II) Isoelektrische Homogenitat 

rMLA erweist sich als isoelektrisch homogenes Protein mit 
einen isoelektrischen Punkt von 6, 8 im Gegensatz zu hochreinen 
nattirlichen Mistellektin A-Ketten, die sich auf 4 Species mit 
isoelektrischen Punkten von 5,2; 5/4; 5,7 und 6,2 aufteilen. 
(Fig. 8) . 

rMLB erweist sich als isoelektrisch homogenes Protein mit 
einen isoelektrischen Punkt von 5,1 im Gegensatz zu nattirli- 
cher Mistellektin B-Kette, die sich auf mindestens 2 Species 
mit isoelektrischen Punkten von 7,1 und 7,3 aufteilt. (Fig. 
8) . 

Es ergeben sich damit fiir das nattlrliche ML-Holoprotein eine 
Vielzahl von Moleklilvarianten und -kombinationen (Fig. 8 un- 
ten) , wahrend sich fttr rekombinante Mistellektin-Proteine eine 
einheitliche Mobilitat in der IEF Chromatofocussierung ergibt, 
was die Homogenitat des rML gegeniiber der Mikroheterogenitat 
der nattirlichen Proteinspezies dokumentiert . 
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(III) Enzymatische Aktivitat von rMLA 
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Durch Einsatz immunaf f initatsgereinigter rMLA Praparationen in 
einem gekoppelten Transkriptions/Translationsassay wurde 
translationsinhibierende Aktivitat fUr rMLA (isoliert aus dem 
loslichem Expressionsproduktanteil) und rMLA (isoliert aus 
unloslichem f, inclusion-bodies n -Anteil) nachgewiesen. 

rMLA zeigt im Vergleich zu naturlicher Mistellektin A-Kette 
eine unterschiedliche Hemmcharakteristik in Bezug auf die Do- 
sisabhangigkeit der Translationsinhibition sowie in Bezug auf 
die nicht-inhibierbare Translations-Restaktivitat im verwende- 
ten Retikulocyten-Lysat, sh. (Fig* 9) . Die enzymatische Eigen- 
schaft, die die Grundlage fur die toxische Wirkung von ML-Ho- 
loproteinen darstellt, ist in rekombinanten Spezies signifi- 
kant reduziert. 

(IV) Carbohydrat-bindende Aktivitat von rMLB 

rMLB-Ketten, die durch Renaturierung und Reoxidation aus den 
primaren Expressonsprodukten dargestellt werden, wie auch die 
in vitro reassoziierten rMLA/ rMLB, rMLA/MLB und MLA/ rMLB Holo- 
proteine zeigen Carbohydrat-bindende Aktivitat, die durch 
"Enzyme-Linked-Lektin-Assay" (ELLA) durch Bindung an Carbohy- 
drat-Matrices Asialofetuin oder Fetuin nachgewiesen werden 
kann. Die Carbohydrat-Spezif itat der rekombinanten rMLB-Kette 
kann im ELLA-System unter kompetitiven Bedingungen fur Galac- 
tose, B-Lactose, N-Acetyl-Galactosamin (GalNAc) und Sialin- 
saure (N- Acetyl -Neuraminsaure, NANA) bestimmt und quantifi- 
ziert werden. Der kompetitive ELLA zeigt hierbei iiberraschen- 
derweise unterschiedliche Carbohydrat-Spezif itaten fiir nMLB 
und rMLB. Die Bindungsaf f initat wird hierbei durch die sy- 
stemspezifischen IC50-Werte ftir die halbmaximale Verdrangung 
der Proteine vom immobilisierten Asialof etuin-Ligand durch Ga- 
lactose (IC50 nMLB : 4 , 5 mM; IC50 rMLB: wegen zu geringer Wech- 
selwirkung nicht bestimmbar) , B-Lactose (IC50 nMLB: 4,9 mM; 
IC50 rMLB: > 70 mM) , N-Acetyl-Galactosamin (IC50 nMLB: 20,7 
mM; IC50 rMLB: 109 mM) oder vom immobilisierten Fetuin-Ligand 
durch Sialinsaure (IC50 nMLB: 49,8 mM; IC50 rMLB: 47,1 mM) be- 
schrieben. 
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Wahrend die als Galactose-spezif isches Lektin beschriebene 
nMLB-Kette wie erwartet mit Galactose und A-Lactose kompeti- 
tierbar ist, zeigt die rekombinant in E. coli dargestellte 
rMLB-Kette keine nachweisbare Wechselwirkung mit Galactose und 
eine geringe Wechselwirkung mit fl-Lactose. Rekombinante rMLB 
besitzt dafiir eine deutliche Affinitat zu N-Acetyl-Ga- 
lactosamin und SialinSure und zeigt damit im Vergleich zur 
pflanzlichen nMLB iiberraschenderweise eine deutliche Ver- 
schiebung der Carbohydrat-Spezif itat zu einem N-Acetyl-Galac- 

tosamin/Sialinsaure-spezifischen Lektin. Im Hinblick auf die 

i 

biologische Aktivitat von rMLB und rMLB-enthaltenden Holopro- 
teinen ergibt sich hieraus die Moglichkeit fur ein im Ver- 
gleich zu pflanzlichen Mistellektin-Proteinen erweitertes oder 
unterschiedliches Liganden-, Rezeptor- oder Zielzellen-Spek- 
trum. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform weist das erf indunsgemaBe 
Polypeptid mindestens eine chemische oder enzymatische 
Modif izierung auf. 

Diese Modifizierung kann die gegebenenfalls vorhandene biolo- 
gische Aktivitat des Polypeptids verandern, erniedrigen oder 
erhohen. Eine derartige Modifizierung kann z.B. nach der 
Translation und Isolierung des Polypeptids erfolgen. Anderer- 
seits konnen derartige Modif izierungen bei der chemischen oder 
semisynthetischen Herstellung des erf indungsgemailen Polypep- 
tids eingefiigt werden. Diese Modif ikationen konnen vom Fach- 
mann nach an sich bekannten Verfahren eingefiigt werden, um die 
pharmakologische Aktivitat des Mistellektins zu verandern, 
vorzugsweise zu verbessern. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist das erfin- 
dungsgemafie Polypeptid ein Fusionsprotein. Das Fusionsprotein 
weist vorzugsweise die vorstehend definierte biologische Ak- 
tivitat auf. 

Auch diese Ausfiihrungsform des erf indungsgemafien Polypeptids 
ist vorzugsweise darauf ausgerichtet, die pharmakologischen 
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Eigenschaften der Mistellektin-Polypeptide fur weitere Targets 
auf zelluiarer Ebene zu verandern und vorzugsweise zu verbes- 
sern. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Polypeptiddimer mit den bio- 
logischen Aktivitaten des Mistellektins, wobei die beiden Mo- 
nomere von den erf indungsgemafien Nucleinsauremolekulen codiert 
werden. 

Unter "biologische Aktivitat des Mistellektins" wird jede bio- 
logische Aktivitat aus dem Spektrum der gesamten biologischen 
Aktivitaten des Mistellektins verstanden. Eine derartige Funk- 
tion ist z.B. die pharmakologische Wirkung des Mistellektins, 

In zahlreichen humanen und murinen Tumorzellinien induzierte 
pflanzliches Mistellektin-1 den Zelltod durch apoptotische Me- 
chanismen (Janssen, 1993) . Mistellektin-1 bzw. die B-Kette 
alleine induzierten die Freisetzung von Cytokinen aus periphe- 
ren mononuklearen Zellen gesunder, humaner Blutspender (Hajto, 
1990) . Aus neutrophilen Granulocyten von Krebspatienten indu- 
zierte Mistellektin-1 die Sekretion von Superoxidanionen 
(Timoshenko, 1993) . Mistellektin-1 induzierte die Expression 
der A-Kette des Interleukin-2-Rezeptors (CD25) bzw. des HLA- 
DQ-Antigens auf peripheren Lymphocyten gesunder, humaner Blut- 
spender (Beuth, 1992) . Nach Applikation von Mistellektin-1 in 
Mause wurde eine Zunahme der Thymuszellzahl, der Anzahl der 
cytotoxischen T-Lymphocyten (Lyt-2+) und der Helf er-T-Zellen 
(L3T4+) im Thymus und die Zahl der Peritonealmakrophagen, auch 
speziell derjenigen, die den Aktivierungsmarker MAC-3 trugen, 
gemessen (Beuth, 1994) . Auch das Verhaltnis L3T4+/Lyt2+ im 
Thymus der Versuchstiere wurde erhoht. Im peripheren Blut der 
Mause wurde die Dichte der Leukocyten, Lymphocyten, Monocyten 
im allgemeinen und speziell der Lymphocyten/ die den Interleu- 
kin-2-Rezeptor als Aktivierungsmarker auf der Zelloberf lache 
exprimieren, sowie der Monocyten, die den Aktivierungsmarker 
MAC-3 exprimierten, nach Behandlung mit Mistellektin-1 
gesteigert (Beuth, 1994). Im Blut von Krebspatienten erhohte 
Mistellektin-1 die Dichte der T-Lymphocyten (CD4+, CD8 + ) , der 
nattirlichen Killer zellen und der B-Lymphocyten (Beuth, 1992) . 
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Ferner wurde eine Erhohung des endogenen Opiatmediators fi- 
Endorphin im Blutplasma von Mammakarzinompatientinnen nach 
Applikation von Mistellektin-1 nachgewiesen (Heiny, 1994) . Zu- 
dem wurde nachgewiesen, dafi Mistellektin-1 die cytotoxische 
Wirkung von peripheren, natttrlichen Killerzellen gegenuber K- 
562-Tumorzellen und die Dichte von grofien, granul&ren 
Lymphocyten (LGL) im peripheren Blut erhsht (Hajto, 1989) . 
Eine antimetastatische Aktivitat von Mistellektin-1 auf 
Sarkom-Zellen in Mausen wurde belegt (Beuth, 1991) . 

In einer anderen Ausfiihrungsform weist das erf indungsgemaJJe 
Polypeptiddimer dasselbe Spektrum an biologischen Aktivitaten 
wie das nattirliche Mistellektindimer auf, 

(V) Biologische Aktivitaten des rekombinanten Mistellektins 

Die Darstellung von rML-Holoproteinen unter Verwendung der ge- 
trennt rekombinant synthetisierten Einzelketten erfolgte aus- 
gehend von gefalteten, loslichen Ketten oder ausgehend von de- 
naturierten rMLA- und rMLB-Ketten im Rahmen einer Co-Faltung, 
wobei vorzugsweise rMLB mit einem molaren OberschuB rMLA in 
Anwesenheit eines Glutathion Redox-Systems und teilweise in 
Anwesenheit von Protein-Disulf id- Isomer as e in vitro reassozi- 
iert wurde. Das dem Heterodimer entsprechende rML- Holoprotein 
wurde unter Abtrennung freier rMLA und rMLA-Dimere durch 
Af f initatschromatographie an N-Acetyl-Galactosamin- Agarose 
oder Lactosyl -Agarose aus dem Reassoziationsansatz isoliert 
und gereinigt. Mit analogem Vorgehen wurden rMLA/ rMLB (rML) 
und rMLA/nMLB Heterodimere-Holoproteine dargestellt. 

Cytotoxische AktivitMt 

Die cytotoxische Wirkung als Beispiel einer biologischen Akti- 
vitat reassoziierter Holoproteine wurde an einer humanen Mo- 
nocytenleukamiezellinie (MOLT 4) getestet. Sowohl B-Kette 
(Oberf lachenbindung) als auch A-Kette (enzymatische Ribosomen- 
inaktivierung) leisten Beitrage zum beobachteten cytotoxischen 
Effekt. Ein in vitro reasoziiertes rMLA/ rMLB Holoprotein sowie 
ein in vitro reassoziiertes rMLA/nMLB Holoprotein wurde mit 
zwei Chargen nartttrlichem nML-Holoprotein verglichen. Die re- 
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kombinanten rMLA/rMLB und rMLA/nMLB Holoproteine zeigen ver- 
gleichbar hohe cytotoxische Eigenschaften mit IC50-Werten urn 
10 - 30 pg/ml (Fig. 11) , was die funktionelle Integritat und 
biologische Aktivitat der unter Verwendung rekombinanter Ket- 
ten in vitro reassoziierten rML-Holoproteine dokumentiert . Zur 
AusUbung der cytotoxischen Aktivitat ist hierbei die funktio- 
nelle Verkntipfung der B-Ketten mit einer enzymatisch aktiven 
A-Kette notwendig, da die isolierte rMLB-Kette ttberraschen- 
derweise allein keine cytotoxische Aktivitat zeigte. Eine bis- 
lang diskutierte cytotoxische Aktivitat von pflanzlichen Mi- 
stellektin B-Ketten Praparationen ist demnach hochstwahr- 
scheinlich auf einen residualen Gehalt von nML-Holoprotein zu- 
ruckzufiihren. Mit der rekombinanten Darstellung der Einzel- 
ketten besteht somit erstmals die Moglichkeit zur getrennten 
Beschreibung und Anwendung von Carbohydrat-bindender und en- 
zymatischer Aktivitat des Mistellektins. 



Induktion von Apoptose 

Die Fahigkeit zur Induktion von Apoptose als Beispiel einer 
biologischen Aktivitat von Mistellektin wurde ftir das rekombi- 
nante rML-Holoprotein an der monocytaren Zellinie U937 nachge- 
wiesen. Durch Behandlung der Zellen mit 70 pg/ml konnten hier- 
bei nach 24 h die Induktion von Apoptose durch rML-Holoprotein 
nachgewiesen werden (Fig, 12). Bei Unter suchungen mit Mistel- 
lektin an MOLT-4 Zellen und Peripheren-Blut-Mononuklearen- 
Zellen (PBMC) konnte gezeigt werden, daB im Niedrigdosis-Be- 
reich die Induktion apoptotischer Vorgange die Grundlage der 
cytotoxischen Aktivitat des Mistellektins darstellt. Da in dem 
Konzentrationsbereich der niedrigen Cytotoxizitat die Cytokin- 
Induktion erfolgt (Fig. 13, Fig. 14), ist eine Korrelation mit 
der Apoptose-induzierenden Aktivitat plausibel. Dagegen wird 
im Hochdosis-Bereich sowie bei langerer Inkubationszeit die 
Apoptose durch nekrotische Effekte uberdeckt. Eine Cytotoxi- 
zitat als Folge der Apoptose konnte bei Behandlung der sensi- 
tiven MOLT-4 Zellen mit rekombinanter B-Kette nicht festge- 
stellt werden, sodaB die biologische Aktivitat der Apoptose- 
Induktion im Niedrigdosis-Bereich nur auf die Wirkung des Ho- 
loproteins zurtickgeftihrt werden kann. 
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Immunstimmulierende Aktivit&t 

Die iiruaunstimmulierenden Wirkungen als biologische Aktivitaten 
von rekombinantem Mistellektin-Holoprotein wurde am Beispiel 
der Induktion einer Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) und 
Infer feron-y (IFN-y) Freisetzung aus menschlichen mononuklea- 
ren Zellen gesunder Blut spender (PBMC-Modell) sowie am Bei- 
spiel der Induktion einer Interleukin-la (IL-la) und Inter- 
leukin-6 (IL-6) Freisetzung in einer Kokultur menschlicher, 
primarer Keratinocyten und Hautf ibroblasten (skin 2 ZK1200-Mo- 
dell) nachgewiesen. So zeigte sich im PBMC-Modell durch 3-48 
ng/ml rekpmbinantes rML-Holoprotein eine dosisabhangige Frei- 
setzung von TNF-a und IFN-y, im skin 2 -Modell durch 0,25-8 
ng/ml rekombinantes rML-Holoprotein eine dosisabhangige Frei- 
setzung von IL-la und IL-6. 

Alle genannten Cytokine sind relevante, stimulierende Mediato- 
ren des menschlichen Immunsystems, denen zentrale Funktionen 
bei der Aktivierung vor allem der zellularen Immunantwort zu- 
kommen . 

Entgegen dem bisherigen Kenntnisstand, nach dem die immun- 
stimmulierende Aktivitat hauptsachlich auf die Lektinaktivitat 
der B-Kette zuriickgefiihrt wird [Hajto et al., 1990], konnte 
mit der rekombinanten rMLB-Kette allein keine der o.g. 
Cytokin-Freisetzungen induziert werden. Die immunstimmulie- 
rende Aktivitat konnte im Niedrigdosis-Bereich ausschliefilich 
durch funktionell verknupftes rML-Holoprotein erzielt werden. 
Dieses tiberraschende Ergebnis laBt darauf schliefien, dafi im- 
munstimmulierende PrSparationen pflanzlicher nMLB-Kette noch 
Spuren an nML-Holoprotein enthielten und eine der nMLB-Kette 
zugewiesene immunstimmulierende Wirkung auf einen residualen 
Gehalt an nML zuriickzufuhren ist. Wahrend die bisher beschrie- 
benen Verfahren zur Preparation von nMLB demnach eine quanti- 
tative Abtrennung von Holoprotein nicht ermoglicht, besteht 
mit der rekombinanten Darstellung der Mistellektin-Einzelket- 
ten somit erstmals die Moglichkeit zur Untersuchung und Be- 
reitstellung homogener Mistellektin B-Ketten Praparationen. 
Dies erlaubt erstmals die getrennte Beschreibung und Anwendung 
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der biologischen Aktivitaten von A- und B-Kette sowie eine Un- 
terscheidung der biologischen Aktivitaten von Einzelketten und 
funktionell verkntipftem Holoprotein. 

(VI) Biologische Aktivitaten der rekombinanten Mistellektin B-- 
Kette (rMLB) 

Als Marker ftir die Aktivierung immunkompetenter Zellen wurde 
die Induktion des Zelloberf lachenproteins CD69 untersucht. 
CD69 erscheint als eines der ersten Zelloberf ISchen-Antigene 
nach Aktivierung von T-Zellen, B-Zellen und insbesondere von 
"natural killer"-Zellen (nattirlichen Killerzellen, NK-Zellen) . 
CD69 stellt hierbei einen Aktivierungsmarker der o.g. immun- 
kompetenten Zellpopulationen dar, da das Zelloberf lachenpro- 
tein nicht auf ruhenden Lymphocyten exprimiert wird. Zudem 
wurde ftir das induzierbare CD69-Oberf lachenprotein eine for- 
dernde Funktion ftir die cytolytische Aktivitat der NK-Zellen 
und TcRy/5 T-Zellen nachgewiesen (Moretta et al., 1991). 
Durch Flow Cytometrie (FACS) unter Verwendung eines anti-CD69 
mAk konnte im Konzentrationsbereich von 1-100 ng/ml eine Akti- 
vierung der mononuklearen Zellen sowohl hinsichtlich des Auf- 
tretens von CD69 auf der Zelloberf lache als auch hinsichtlich 
des Anteils CD69-positiver Zellen festgestellt werden. Es 
zeigte sich hierbei eine glockenformige Dosisabhangigkeits- 
kurve, was auf eine Notwendigkeit der Vernetzung von zellula- 
ren Rezeptoren iiber beide Liganden-Bindestellen der rMLB-Kette 
hinweist. Eine cytotoxische Wirkung auf die hier untersuchten 
PBMC konnte auch in der hochsten Konzentration von 100 ng/ml 
rMLB nicht nachgewiesen werden. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform weist das erf indungsge- 
malie Polypeptiddimer als mindestens eines der Monomere ein 
chemisch oder enzymatisch modif iziertes erf indungsgemaBes 
Polypeptid oder ein erf indungsgemafies Fusionsprotein auf. 

Durch Modif ikationen konnen zum einen die Wirkungsstarken op- 
timiert werden, als auch durch Ausschaltung einzelner Wirk- 
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qualitaten (z.B. Kohlenhydratbindungsstellen der B-Kette Oder 
Glycosidaseaktivitat der A-Kette) die therapeutischen Einsatz- 
meglichkeiten erweitert werden, indem eventuelle Nebenwirkun- 
gen ausgeschaltet werden. Polypeptide mit veranderten Eigen- 
schaften konnen auch als Werkzeuge zur Aufklarung der Wirkme- 
chanismen dienen. Fttr bestimmte Therapien kann es notwendig 
werden, die Antigenitat und die Immunogenitat der Polypeptide 
zu vermindern und/oder ihre pharmakokinetischen Eigenschaf ten 
zu optimieren, was durch den gez.ielten Austausch einzelner 
Aminosauren moglich ware. 

Aufierdem betrifft die Erfindung Antikorper oder Fragmente da- 
von oder Derivate, die das erf indungsgemafie Polypeptide 
und/oder Polypeptiddimer spezifisch binden. Sie erkennen somit 
nicht das natttrliche Mistellektin oder einzelne Ketten davon. 
Vorzugsweise binden die erf indungsgemafien Antikorper Epitope, 
die von den Glycosylierungen der nattirlichen Mistellektine 
maskiert werden. Die Antikorper konnen monoclonale, polyclo- 
nale oder (semi) synthetische Antikorper sein. Die Fragmente 
kGnnen beispielsweise Fab'-, F(ab) 2 - oder Fv-Fragmente sein. 
Auch Antikorperderivate sind im Stand der Technik bekannt. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung 
des erf indungsgemafien Polypeptids oder Polypeptiddimers/ wobei 
man den erf indungsgemafien Wirt unter geeigneten Bedingungen 
ziichtet und das so erhaltene Polpeptid oder Polypeptiddimer 
isoliert. 

Dem Fachmann sind geeignete Bedingungen zur Zuchtung und Iso- 
lierung des Wirtes bekannt. So kann beispielsweise das erf in- 
dungsgemafie Polypeptid oder Polypeptiddimer mittels eines ge- 
eigneten Expressionssystems aus dem Wirt ausgeschleust und im 
Medium gesammelt werden. Andererseits konnen die Polypeptide 
oder Polypeptiddimere in der Zelle verbleiben und aus dieser 
isoliert werden. Nachfolgend wird eine weitere bevorzugte Aus- 
fiihrungsform des erf indungsgemafien Verfahrens vorgestellt: 

Zur Isolierung von rMLA erfolgte ein Gesamtzellauf schlufi mit 
einem geeigneten Expressionsvektor transf ormierter E. coli- 
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Zellen und eine Trennung ldslicher von unlbslichen Zellbe- 
standteilen durch Zentrifugation. Eine Analyse der Zellfrak- 
tionen zeigte, dafi die rekombinante Mistellektin A-Kette in 
Abhangigkeit von den Expressionsbedingungen und der Expres- 
sionsdauer zu 5 - 50 % in loslicher Form bzw. zu 50 - 95 % in 
Form unloslicher Proteinaggregate ("inclusion bodies") akkumu- 
liert. 

Das Auftreten von 16slichen und unlbslichen Proteinen ergibt, 
wenn eine Ruckfaltung bzw. Renaturierung der rMLA-Proteine 
m5glich ist, mindestens zwei Verfahren zur Isolierung von 
rMLA, Das zu "inclusion bodies" aggregierte rMLA wurde nach 
Waschen der Sedimente zur Entfernung von E. coli Proteinen 
[Babbitt et al.# 1990] unter denaturierenden Bedingungen ge- 
lost und durch 90-f acheVerdunnung in Faltungspuf f er (50 raM 
Tris-HCl, 2 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 8,0) riickgef altet . 

Es ergaben sich nach dieser Prozedur einerseits losliche, ge- 
faltete Proteinspezies, die wie in Fig. 9 dargestellt, ebenso 
wie die renaturierten, ursprtinglich unloslichen, denaturierten 
rMLA Spezies voll enzymatisch aktiv sind. Eine Isolierung der 
renaturierten rMLA kann wie auch die Isolierung der loslichen 
rMLA durch Immunaf f initatschromatographie unter Verwendung des 
spezifischen anti-MLA-Antikorpers TA5 (Tonevitsky et al., 
1995) erfolgen. 

Mit dem Vorliegen von rMLB in 16slicher Form als auch in Form 
unloslicher "inclusion bodies" ergeben sich zwei Verfahren zur 
Isolierung von rekombinanter Mistellektin B-Kette. 

Zur Isolierung der loslichen rMLB-Kette aus dem stark redukti- 
ven Milieu des E. coli Cytoplasmas erfolgt zur Ausbildung der 
intrachenaren Disulidbrlicken eine Inkubation in Anwesenheit 
eines Redox-Systems aus reduziertem und oxidiertem Glutathion 
sowie zur Stabilisierung aktiver Faltungsprodukte in Anwesen- 
heit des Liganden B-Lactose. Aus dem Faltungsansatz wurde ak- 
tive, Carbohydrat-bindende rMLB-Kette durch Af f initatschroma- 
tographie an Lactosyl-Agarose oder N-Acetyl-Galactosamin-Aga- 
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rose in einem 1-Schritt-Verf ahren selektiv isoliert bzw. ge- 
reinigt. 

Zur Isolierung von rMLB aus dem unloslichen, als "inclusion 
bodies" vorliegenden Expressionsproduktanteils wurde das. Se- 
diment des E. coli Gesamtzellauf schlufies zur Entfernung von E. 
coli Proteinen gewaschen [Babitt et al., 1990] und unter 
denaturierenden und reduzierenden Bedingungen geldst. Die Re- 
naturierung erfolgte durch Verdlinnung in Anwesenheit eines 
Redox-Sys terns aus reduziertem und oxidiertem Glutathion sowie 
des Liganden fi-Lactose, wobei aktive Carbohydrat-bindende 
rMLB-Kette durch Af f initatschromatographie an N-Acetyl-Galac- 
tosamin-Agarose Oder Lactosyl-Agarose selektiv aus dem Rena- 
turierungsansatz isoliert und gereinigt wurden. 

Die Erfindung betrifft aufierdem ein Arzneimittel/ das das er- 
findungsgemafie Polypeptid oder das erf indungsgemafie Polypep- 
tiddimer und/oder das nachstehend beschriebene erf indungsge- 
mafie Immuntoxin/ gegebenenf alls zusammen mit einem pharmazeu- 
tisch vertraglichen Tr&ger enthalt. 

Die erfindungsgemafien Polypeptide, ihre Assoziate oder Modifi- 
kationen eignen sich fiir vielfaltige Anwendungen in der Krebs- 
und Infektionstherapie, entsprechend den fiir das natiirliche 
Mistellektin bekannten pharmakologischen Eigenschaf ten. 
Die immunstimulierenden Wirkungen lassen sich fttr die Tumor- 
therapie nutzen, indem durch direkte und/oder indirekte Sti- 
mulation die kSrpereigene Immunabwehr befahigt wird, den Tumor 
und eventuelle Metastasen wirksamer zu bekampfen. Dasselbe 
gilt auch ftir Infektionen, insbesondere virale Erkrankungen. 
Die erf indungsgemafien Polypeptide kpnnen auch mit anderen Im- 
munstimulantien, z.B. Interferonen, Cytokinen oder koloniesti- 
mulierenden Faktoren, in Kombination gegeben werden, urn syner- 
gistische Wirkungen zu erzielen bzw. die notwendige Dosis der 
Kombinationspartner zu reduzieren und damit deren Nebenwirkun- 
gen zu vermindern. 

In Kombination mit Cytostatika oder Bestrahlung lafit sich die 
Nebenwirkung der Leukopenie/Myelosuppression mildern oder ver- 
mindern, so dafi die durch diese derzeit ttblichen Behandlungs- 
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methoden hervorgeruf ene Schwachung des Immunsystems reduziert 
wird. 

Die direkte cytotoxische Wirkung der Polypeptide mit Glycosi- 
daseaktivitat ftihrt zu Apoptose von Tumorzellen und kann eben- 
falls zur Therapie genutzt werden. Dieses Prinzip kann bei der 
Verwendung von Immuntoxinen spezifischer gestaltet werden, 
wenn man die erfindungsgemafien Polypeptide an geeignete Anti- 
korper koppelt. Somit betrifft die Erfindung ferner Immun- 
toxine, die mindestens ein erf indungsgemafies Polypeptid oder 
Polypeptiddimer umfassen. Beispielsweise kann eine Koppelung 
von aktiver A-Kette oder Holoprotein an Antikorper Oder Frag- 
mente hiervon mit proteinchemischen Methoden erfolgen. Solche 
Koppelungsverfahren sind dem Fachmann bekannt, die entspre- 
chenden Konjugate vielseitig einsetzbar (Vitetta, 1993) . Al- 
ternativ konnen auch entsprechend konstruierte Fusionsprotein- 
konstrukte zur Expression gebracht werden, die Antigen-bin- 
dende Domanen aus z.B. Antikorpern und zusatzlich cytotoxische 
Fragmente des erfindungsgemafien Polypeptids enthalten. 

Weiterhin lafit sich die Bildung von Metastasen verhindern, 
wenn die Bindung von Tumorzellen an andere Zellen inhibiert 
wird. Uber kompetitive Lektinbindung kann mit dem erfindungs- 
gemafien Polypeptiden diese Bindung verhindert werden. 

Die Erfindung betrifft ferner einen Primer und/oder ein Pri- 
merpaar, der/das spezifisch an das erf indungsgemafie Nuclein- 
sauremolektil bzw. an den komplementaren Strang dazu hybridi- 
siert. 

Aufierdem betrifft die Erfindung diagnostische Zusammen- 
setzungen, die mindestens enthalten: 

a) das erf indungsgemafie Nucleinsauremolekttl; 

b) einen Primer und/oder ein Primerpaar, der/das spezifisch an 
das erf indungsgemafie Nucleinsauremolekiil bzw. an den 
komplementaren Strang dazu hybridisiert; und/oder 

c) das erf indungsgemafie Polypeptid und/oder das erf indungsge- 
mafie Polypeptiddimer. 
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Die erf indungsgemafle diagnostische Zusammensetzung kann in der 
Ausfiihrungsform, die den Primer bzw. das Primerpaar enthalt, 
dazu benutzt werden, Organismen nach der Existenz eines Lek- 
tingens abzusuchen, urn so beispielsweise neue Lektingene 
aufzufinden, die gegebenenf alls pharmakologisch interessante 
Lektine codieren. Auch das in der erf indungsgemafien diagnosti- 
schen Zusammensetzung enthaltene erf indungsgemafie Nucleinsau- 
remolektil kann, z.B. in Southern Blot-Verf ahren oder Northern 
Blot-Verfahren, zum Absuchen von Organismen auf die Existenz 
von entsprechenden Lektingenen eingesetzt werden. Durch Va- 
riation der Hybridisierungsstringenz kann ferner nach verwand- 
ten Lektingenen gesucht werden. Das Polypeptid(dimer) kann 
z.B. verwendet werden, urn AntikSrper oder Antiseren zu gene- 
rieren, mit denen nach z.B. an sich bekannten Verf ahren ent- 
sprechende (Mistel) Lektine in verschiedenen Organismen detek- 
tiert werden k6nnen. 

Schliefilich betrifft die Erfindung ein Pf lanzenschutzmittel, 
enthaltend das erf indungsgemafie Polypeptid und/oder das erfin- 
dungsgemafie Polypeptiddimer . Die erf indungsgemafien Polypep- 
tide, ihre Assoziate oder Modif ikationen kennen entsprechend 
der ftlr das pflanzliche Mistellektin diskutierten Funktion im 
Rahmen des Pf lanzenschutzes benutzt werden. Hierbei wird die 
Funktion des Mistellektins aufgrund der Toxin-Eigenschaften 
als Frefischutz der Pflanze sowie aufgrund von Eigenschaf ten, 
die sich auf die Permeabilitat und Konstitution von Membranen 
auswirken, als anti-viraler Schutz diskutiert. 

Die Figuren zeigen 

Fig. 1 Konstruktion der primaren Amplif ikationsoligo- 
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nucleotide 

Primares Viscvm album ML-Amplif ikationsprodukt 
Clonierstrategie zur Darstellung des ML-Gens 
Insertionen der Expressionsvektoren ftir rMLA und 
rMLB und vollstandige ML-Gensequenz 
Konstruktionsschema Expressionsvektor fiir rMLA 
Konstruktionsschema Expressionsvektor fttr rMLB 
Expression von rMLA, rMLB und immunologische De- 
tektion 
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Fig. 8 IEF Chromatofocusierung von rMLA und rMLB vs. nat. 
ML 

Fig. 9 Enzymatische Aktivitat von rMLA (RIP) 
Fig. 10 Carbohydrat-Bindecharakteristik von rMLB 
Fig. 11 MOLT4-Zytotoxizitat von rML 
Fig. 12 . Induktion von Apoptose durch rML 

Fig. 13 Immunstimulierende Wirkung von rekombinantem Mistel- 

lektin im PBMC-Modell 
Fig. 14 Immunstimmulierende Wirkung von rekombinantem Mi- 

stellektin im skin 2 -Modell 
Fig. 15 Induktion des Zelloberf lachen-Markers CD69 in PBMC 



Die Beispiele erlautern die Erfindung. 
Bei spiel 1 

Konstruktion der primaren Axnplifikationsoligonucleotide 

Das Mistellektin (ML) gehort zur der Klasse der Ribosomen-in- 
aktivierenden Proteine [Stirpe et al., 1992], die eine in 
Pflanzen verschiedener taxonomischer Herkunft weit verbreitete 
Protein- Familie darstellt. ML wurde aufgrund der Aktivitaten 
seiner Unterheiten der Gruppe der Typ II Ribosomen-inaktivie- 
renden Proteinen zugeordnet [Endo et al., 1988a]. 



Zur Ermittlung der ML-Gensequenz ist der naheliegende Ansatz 
des Durchmusterns von Viscvm album cDNA- und genomischen Gen- 
banken jedoch ungeeignet. So konnten in Genbanken aus Viscum 
album poly-A+ RNA trotz der Verwendung verschiedener DNA-Son- 
den keine ML-spezif ischen Clone identif iziert werden. Mit der 
Annahme, dafi die ML-Gensequenz keine Introns enthalt, wurde 
deshalb eine PCR-Strategie angewandt. Da die N-terminalen Ami- 
nosauresequenzen von der MLA- als auch der MLB-Kette bekannt 
waren [Dietrich et al., 1992; Gabius et al., 1992]/ erschien 
eine Amplifikation des MLA-codierenden Bereiches unter Ver- 
wendung von degenerierten, aus den bekannten Peptiden abge- 
leiteten Amplif ikationsoligonucleotiden moglich (Fig. la) . 
Wahrend ein brauchbares Oligonucleotid mit geringem Degenera- 
tionsgrad aus dem N-Terminus der MLA-Kette abgeleitet werden 
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kann (RMLA1, Fig. lb), ist es nicht moglich, entsprechende 
Oligonucleotide mit ausreichender Spezifitat aus dem N-Termi- 
nus der MLB-Kette zu konstuieren (RMLB1, RMLB2, RMLB3, Fig. 
lb) . 

Es mufiten deshalb alternative Strategien entwickelt werden, 
die durch das Einbeziehen von Proteindaten verwandter Proteine 
das Ableiten von Amplifikationsoligonucleotiden aus noch 
unbekannten ML-Sequenzbereichen ermoglichte. So zeigte eine 
Aminosauresequenz-Analyse von Typ I und Typ II Ribosomen- 
inaktivierenden Proteinen eine Anzahl konservierter Bereiche 
mit hoher Sequenz-Homologie. Fig. lc zeigt den hohen 
Verwandschaftsgrad von Typ I und Typ II RIP am Beispiel des 
aktiven Zentruias von Ricin. Innerhalb des Sequenzmotivs 
MISEAARF wurde fur E177 und R180 die Beteiligung am enzymati- 
schen Mechanismus diskutiert [Kim et al., 1992; Lord et al., 
1994]. Daraus wurde geschlossen, dafi zumindest diese beiden 
Reste in der ML-Sequenz vorhanden sein konnten. Aus weiteren 
strukturellen Uberlegungen hinsichtlich dem Vorhandensein 
einzelner Reste, wobei besonderes solche mit einem niedrigen 
Degenerationsgrad des Codon-Gebrauchs berticksichtigt wurden, 
resultierte die Konstruktion des Amplif ikationsoligonucleotids 
RMLA2. Die Sequenz dieses Oligonucleotids ist in Fig. lc 
dargestellt. 

Beispiel 2 

Darstellung von ML-Gen spezifischen DKA-Fragmenten 

Hochmolekulare/ genomische DNA wurde ausgehend von frischen 
Viscum album Biattern (Wirtsbaum Populus wilsonii) nach der 
Methode nach Baur et al. [1993] isoliert. Zur Darstellung von 
ML-Gen spezifischen DNA- Fragment en durch PCR wurden je Ampli- 
fikationsansatz 100 ng genomische DNA eingesetzt. Die Amplif i- 
kation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50 yl, enthaltend 
PCR-Puffer (10 mM Tris-HCl, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KC1, 0,25 mM 
dNTP/ pH 8,3 ), 78 pmol Primer RMLA1 und 50 pmol (Ansatz 2) 
bzw. 100 pmol (Ansatz 1) RMLA2. Die PCR erfolgte mit Taq-DNA- 
Polymerase (1, 5E/Ansatz) von Boehringer Mannheim mit einem 
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Biometra Thermocycler . Die PCR-Parameter waren: 1 min Denatu- 
rierung 90°C, 1 min Annealing 50°C, 1 min Elongation 72 °C bei 
insgesamt 30 Zyklen. Die Amplif ikationsprodukte wurden durch 
5%ige Polyacrylamidgel-Elektrophorese und Farbung mit 
Ethidiumbromid analysiert (Fig. 2) . Das in Ansatz 2 erhaltene 
spezifische Amplifikationsprodukt mit einer Gr6fie von etwa 500 
bp wurde durch Gelelution isoliert und der Clonierung in TA- 
Vektoren zugefiihrt. 

Bei spiel 3 
Clonierungstrategie 

Die Ableitung der zur primaren PCR eingesetzten Amplifika- 
tionsoligonucleotide ist in Beispiel 1 (Fig. la), die Darstel- 
lung des primaren Genfragments des Viscum album ML-Gens, im 
Folgenden als "a" bezeichnet, ist in Beispiel 2 (Fig. 2) ge- 
zeigt. Ausgehend von der Sequenz des clonierten Genfragments 
"a" und der Annahme, dafi das ML-Gen keine Introns besitzt, war 
es nun moglich, sequenzspezif ische 5 '-Oligonucleotide abzu- 
leiten, mit denen eine Amplif ikation der Fragmente "b", "c", 
"d" und "e " ermoglicht wurde. Wahrend das S'-Oligonucleotid 
far "c" ebenfalls aus der DNA-Sequenz von "a" abgeleitet 
wurde, mufite die Konstruktion der degenerierten 3' -Primer zur 
Amplif ikation der Genfragmente "b", "d", n e n und "g" durch 
Analyse homologer Bereiche von Typ I ("b") und Typ II ("d", 
"e"/ "g") RIP-Proteinen erfolgen. Hierbei wurde wiederum aus 
den Sequenzvergleichen innerhalb der Protein-Familien auf das 
Vorhandensein einzelner Reste geschlossen, wobei besonders 
Reste mit geringem Degenerationsgrad des Codon-Gebrauchs be- 
rtlcksichtigt wurden. Insbesondere die bekannten Ricin und 
Abrin cDNA- und abgeleitete Protein-Sequenzen wurden zur Kon- 
struktion von etwa 50 ML-spezif ischen Oligonucleotid-Kombina- 
tionen herangezogen. In Fig. 3 sind nur die Genfragmente ge- 
zeigt, die als spezifische Amplif ikationsprodukte clonierbar 
waren und einer weiteren Analyse zugeftihrt werden konnten. 
Ausgehend von anderen Oligonucleotid-Kombinationen konnten 
keine ML-spezif ischen Amplif ikationsprodukte generiert werden. 
Die Darstellung der Genfragmente "f n (codierend fttr die MLA- 



WO 97/01636 



PCT/EP96/02773 



29 

Kette) und "g" (codierend ftir die MLB-Kette) ist im Detail in 
Beispiel 5 und Beispiel 6 beschrieben. 

Zur Analyse der 5'- und 3'-Regionen der translatierten und 
nicht-translatierten Sequenzbereiche des ML-Gens wurden Bedi- 
gungen zur 5 1 - und 3 1 -RACE [Frohmann et al., 1988] etabliert, 
die zur Generierung der Fragment e "h", "i" und "j" fiihrte. Die 
Amplif ikation des Fragments "j" mit RACE-PCR ist damit eine 
Alternative zur Darstellung von vollstandigen MLB-Genfragmen- 
ten. Die RACE-Reaktionen wurden unter Verwendung von cDNA 
durchgefiihrt/ die durch reverse Transkription von isolierter 
Viscvm album Gesamt-RNA aus Mistelblattern (Wirtsbaum Populus 
wilsonii) prapariert wurde. 

Beispiel 4 

DNA-Sequenz und Translationsprodukte rMLA und rMLB 

Die Insertionen der Expressionsvektoren pT7-MLA und pT7-MLB 
wurden durch Standardverf ahren mittels "primer walking" Stra- 
tegic (Ermittlung vollstandig ttberlappender Sequenzen beider 
Strange) unter Verwendung verschiedener ML-spezif ischer Oligo- 
nucleotide sequenziert (Fig. 4 a, b) . Die unterstrichenen Se- 
quenzbereiche bezeichnen Restriktionsschnittstellen zur Clo- 
nierung in die pT7-Expressionsvektoren. Beide Genfragmente 
sind entsprechend dem Konstrukt ions schema der Expressionsvek- 
toren wie in Beispiel 5 und Beispiel 6 beschrieben modifi- 
ziert. 

Fig. 4c zeigt die aus den bezeichneten Fragmenten abgeleitete 
vollstandige ML-Gensequenz . Sie umfaBt auch 5'- und 3'-nicht- 
translatierte Bereiche sowie Endopeptid- und Signalpeptid-co- 
dierende Abschnitte. 
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Bei spiel 5 

Konstruktion des Expressionsvektors pT7-MLA 

Zur heterologen Expression wurde die fttr die Mistellektin A- 
Kette codierende Sequenz durch spezifische PCR ausgehend von 
komplexer genomischer Mistel-DNA dargestellt und terminal mo- 
difiziert. Ober nicht-komplementare Bereiche der eingesetzten 
Primer-Oligonucleotide wurden hierbei Translations-Kontroll- 
elemente sowie Erkennungssequenzen von Restriktionsendonu- 
kleasen angeftigt/ wodurch ausgehend von dem genomisch vorlie- 
genden Prapromistellektin-Gen die Clonierung und getrennte Ex- 
pression der Mistellektin A-Kette ermoglicht wurde. 

Fig. 5b zeigt die Darstellung von MLA-codierenden Gen-Fragmen- 
ten durch PCR. Zur Amplifikation der MLA-codierenden Gense- 
quenz wurden 200 ng genomische Viscum album DNA/ 1,5 mM 
(Ansatz 1) bzw. 2,5 mM (Ansatz 2) Magnesiumchlorid, 40 pmol 
von jedem Primer Oligonucleotid RML16 und RML17 in PCR- Puffer 
(10 mM Tris-HCl, 50 mM KC1, 0,25 mM von jedem dNTP, pH 8,3) in 
einem Gesamtvolumen von 50 pi eingesetzt. Die PCR erfolgte un- 
ter Verwendung von Taq-Polymerase (1,5 E/Ansatz, Boehringer 
Mannheim) durch insgesamt 30 Zyklen des Temperaturprof ils 1 
min Denaturierung 94 °C, 1 min Annealing 52 °C, 1,5 min Elon- 
gation 72 °C. Die Amplif ikationsprodukte wurden durch l%ige 
Agarosegel-Elektrophorese und Farbung mit Ethidiumbromid ana- 
lysiert (Fig. 5b) und durch Gelelution der Clonierung in TA- 
Vektoren zugeftihrt. 

Der S'-Bereich der fur rMLA codierenden Sequenz entsprechend 
der Aminosaurereste Tyrosin 1 - Tyrosin 17 [Dietrich et al., 
1992; Gabius et al., 1992] wurde unter Vorschaltung eines 
Translations-Startcodons als synthetisches Genfragment durch 
Hybridisierung und Clonierung zweier Oligonucleotide darge- 
stellt. Hierdurch wurde eine Optimierung der Gensequenz hin- 
sichtlich der Codon-Auswahl, wie sie fur stark exprimierte 
Gene in Escherichia coli beschrieben ist [Gribskov et al., 
1984], erzielt. Am 3'-Ende des synthetischen rMLA-Genfragments 
sowie am 5 T -Ende des mittels PCR dargestellten rMLA-Genfrag- 
ments wurde durch den gezielten Austausch des Tyrosin 17 -Codons 



WO 97/01636 



PCT/EP96/02773 



31 

von TAC zu TAT eine Ssp I - Restriktionsschnittstelle einge- 
fuhrt, die eine Fusion der beiden rMLA-Genfragmente unter Dar- 
stellung des Vektors pML14-17 (Fig. 5) ermoglichte. 

Die generierte vollstandige, fur rMLA codierende Sequenz wurde 
durch DNA-Sequenzierung bestatigt (Fig. 4a) . Zur Expression 
.von rMLA in Escherichia coli wurde die Gensequenz aus dem 
Vektor pML14-17 isoliert und durch Insertion in den Expres- 
sionsvektor pT7-7 unter die Kontrolle des T7-RNA Polymerase 
Promoters sowie Transkriptionsterminators gestellt. Mit dem 
resultierenden Expressionsvektor pT7-MLA (Fig. S) wurde der E. 
coli Expressionsstamm BL21 transformiert . 

Bei spiel 6 

Konstruktion des Expressionsvektors pT7-MLB 

Zur heterologen Expression der Mistellektin B-Kette wurde die 
vollstandige, MLB codierende Sequenz durch spezifische PCR aus 
komplexer genomischer Viscum album DNA amplif iziert, wobei 
uber nicht-komplementare Bereiche der eingesetzten Primer- 
Oligonucleotide Translationskontrollelemente sowie Erken- 
nungs sequenz en fur Restriktionsendonukleasen eingefuhrt wur- 
den. 

Fig. 6b zeigt die Darstellung des gesamten, rMLB vollstandig 
codierenden Genfragments durch PCR. Die Amplif ikation des 
rMLB-codierenden DNA- Fragments erfolgte ausgehend von jeweils 
200 ng genomischer Viscum album DNA in PCR-Ansatzen mit 50 
pmol Primer-Oligonucleotid RML25 und 30 pmol (Ansatz 1) bzw. 
10 pmol (Ansatz 2) Primer-Oligonucleotid RML26 in einem Ge- 
samtvolumen von 50 pi PCR-Puffer (10 mM Tris-HCl, 50 mM KC1, 
1,5 mM MgCl2/. 0,25 mM von jedem dNTP, pH 8,3). Die PCR er- 
folgte unter Verwendung von Taq-Polymerase (1,5 E/Ansatz, 
Boehringer Mannheim) durch 30 Zyklen aus 1 min Denaturierung 
94 °C, 1 min Annealing 52 °C und 1,5 min Elongation 72 °C. Die 
PCR-Produkte wurden durch l%ige Agarosegel-Elektrophorese und 
Farbung mit Ethidiumbromid analysiert. Es resultierte ein 0,8 
kbp PCR-Produkt, das durch Gelelution isoliert und der Clo- 
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nierung in TA-Vektoren zugefiihrt wurde. Durch Insertion in den 
Expressionsvektor pT7-7 wurde das rMLB-codierende Genfragment 
unter die Kontrolle von Transkriptionskontrollelementen 
gestellt und mit dem resultierenden Expressionsvektor pT7-MLB 
der Expressionsstamm E. coli BL21 transformiert . Die Inte- 
gritat der PCR-generierten, vollstandigen, far rMLB-codieren- 
den Sequenz wurde durch DNA-Sequenzierung bestatigt (Fig. 4b) . 

Bei spiel 7 

Expression , immunologischer Nachweis, Riickfaltung und in vitro 
Reassoziation von rMLA und rMLB 

(I) Expression von rMLA in E. coli 

Zur Expression von rekombinanter Mistellektin A-Kette wurden 
1000 ml LBAmp-Medium in 2 Ltr. Schtittelkolben mit Schikanen 
mit 5 ml einer stationar gewachsenen LBAmp-Vorkultur von E. 
coli BL21/pT7-MLA angeimpft und bei 37 °C unter Schtitteln kul- 
tiviert, wobei das Wachstum durch TrObungsmessung bei 578 nm 
verfolgt wurde. Die Genexpression wurde bei Erreichen einer 
Zelldichte entsprechend OD578 * 0,9 - 1,0 durch die Zugabe von 
0,5 mM IPTG induziert. Zur Ernte wurden die Zellen 2 h nach 
Induktion durch Zentrifugation 20 min bei 5.000 rpm und 4 °C 
im GS-3 Rotor (Sorvall) sedimentiert und das Kulturmedium 
dekantiert, wobei ausgehend von 1 Ltr. Kulturvolumen eine 
Zellmasse von 3 - 4 g (Feuchtgewicht) isoliert wurde. 

Der Zellauf schlufi erfolgte mittels French-Press (SLM Instru- 
ments), wozu das Zellsediment in 20 ml Auf schluBpuf fer (50 mM 
Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 1 mM PMSF, pH 8,0) 
resuspendiert und durch 2 French-Press Durchgcinge bei 1.500 
psi aufgeschlossen wurde. Durch eine anschliefiende Zentrifuga- 
tion ftir 30 min bei 10.000 UpM und 4 °C im SS-34 Rotor 
(Sorvall) wurden unlosliche Zellbestandteile sowie enthaltene 
"inclusion bodies" sedimentiert und von den im Uberstand ver- 
bleibenden loslichen E. coli Proteinen bzw. loslichen Expres- 
sionsprodukten getrennt. 
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Zur Analyse cier Expression wurden gleiche Volumina der Zell- 
aufschluBfraktionen durch 12/5 % SDS-Polyacrylamidgel-Elek- 
trophorese und Coomassie-Brilliant-Blau Farbung sowie durch 
Western-Blot unter Verwendung des MLA-spezif ischen Antiserums 
TA5 unter sucht (Fig. 7a) . Die monoclonalen Antikorper TA5 
(Tonevitsky et al., 1995) wurden vom Autor zur Verfugung ge- 
. stellt. Wie auch die anderen hier verwendeten Antikorper sind 
sie durch Standardverfahren unter Verwendung des entsprechen- 
den Immunogens (im Falle von Ta5 ist dies ML-1 oder MLA) dar- 
stellbar. Zum Nachweis der Expression wurden gleiche Volumen 
der loslichen Fraktion (Spur 2, 4, 6, 8) sowie der unlfcslichen 
"inclusion bodies" Fraktion (Spur 1, 3, 5, 7) des E. coli 
Aufschlufies hinsichtlich des Gehaltes an rMLA untersucht. Zur 
Darstellung des Expressionsverlaufes wurden dabei Proben vor 
(Spur 1+2), 2 h (Spur 3+4), 4 h (Spur 5+6) und 6 h (Spur 7-8) 
nach Induktion der Genexpression eingesetzt. Die Expression 
ist schon lh nach Induktion durch das Auftreten eines immun- 
reaktiven 25 kDa Expressionsproduktes entsprechend rMLA ge- 
kennzeichnet, deren Expressionsmaximum bereits 2 h nach In- 
duktion erreicht ist. Die Verteilung von rMLA auf die losliche 
bzw. unlosliche Zellauf schlulifraktion betragt 2 h nach In- 
duktion jeweils ^50 %, wobei eine langere Expressionsdauer zu 
einer zunehmenden Bildung unloslicher "inclusion bodies" 
f tihrt . 

(II) Isolierung von rMLA aus unloslichen "inclusion bodies" 

Das Sediment des E. coli Gesamtzellauf schlufies wurde zur Ent- 
fernung von E. coli Proteinen 2x mit je 20 ml STET-Puffer (50 
mM Tris-HCl/ 8 % (w/v) Sucrose, 50 mM EDTA, 1,5 % (v/v) Triton 
X-100, pH 7,4) nach Babitt et al. [1990] gewaschen. Das ver- 
bleibende Sediment mit den enthaltenen "inclusion bodies" 
wurde in 20 ml Denaturierungspuf f er (6 M Guanidiniumchlorid, 
100 mM DTT, 50 mM Tris-HCl, pH 8,0) durch Inkubation 16 h bei 
Raumtemperatur unter Schtitteln gelost. 

Zur Renaturierung von rMLA wurde die im Denaturierungspuf fer 
vorliegende Proteinlosung in das 90-fache Volumen Faltungspuf- 
fer (50 mM Tris-HCl, 2 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 8,0) langsam ein- 
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getropft und 16 h bei Raumtemperatur unter Rtihren inkubiert. 
Wieder ausgefallenes Protein wurde durch Zentrifugation 30 min 
bei 6.000 UpM und 4 °C im GS-3 Rotor (Sorvall) abgetrennt. Der 
rMLA-haltige Uberstand wurde zur Lagerung auf 20 % (v/v) Gly- 
cerin eingestellt und bei 4 °C aufbewahrt. 

. (Ill) Reinigung von rMLA durch Immunaf f initatschromatographie 

Zur 1-Schritt-Reinigung von rMLA (loslicher Expressionspro- 
duktanteil bzw. rUckgefaltetes Protein) durch Immunaf f ini- 
tatschromatographie wurden 260 pg des gegen Mistellektin A- 
Kette gerichteten, monoclonalen AntikSrpers anti-nMLA-IgG 
(TA5, Tonevitsky et al., 1995) an Protein-A-Sepharose CL4B 
(Sigma, Deisenhofen) kovalent nach der Methode von Harlow & 
Spur [1988] immobilisiert . Nach Inkubation der Immunaf fini- 
tatsmatrix mit der rMLA-Probe und Waschen der Matrix mit 10 
Saulenbettvolumen Waschpuffer 1 (1 M NaCl, 10 mM Phosphat-Puf- 
fer, pH 7,0) und 10 Saulenbettvolumen Waschpuffer 2 (10 mM 
Phosphat-Puf fer, pH 7,0) zur Entfernung unspezifisch gebunde- 
ner Proteine wurde spezifisch gebundene rMLA mit Elu- 
tionspuffer (0,1 M Glycin, pH 2,5) eluiert. Die Elution er- 
folgte zur RUckstellung des pH-Wertes in eine Vorlage von 1 M 
Phosphat-Puf fer, pH 8,0. 

(IV) Expression von rMLB in E. coli 

Zur Expression von rekombinanter Mistellektin B-Kette wurden 
1000 ml LBAmp-Medium in 2 Ltr, Schuttelkolben mit Schikanen 
mit 5 ml einer stationar gewachsenen LBamp-Vorkultur von E. 
coli BL21/pT7-MLB angeimpft und bei 37 °C unter Schtitteln kul- 
tiviert, wobei das Wachstum durch TrUbungsmessung bei 578 nm 
verfolgt wurde. Die Genexpression wurde bei Erreichen einer 
Zelldichte entsprechend OD578 * 0,9 - 1,0 durch die Zugabe von 
0,5 mM IPTG induziert. Zur Ernte wurden die Zellen 4 h nach 
Induktion durch Zentrifugation 20 min bei 5.000 UpM und 4 °C 
im GS-3 Rotor (Sorvall) sediment iert und das Kulturmedium 
dekantiert . 
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Der Zellaufschlufl erfolgte mittels French-Press™ (SLM Instru- 
ments) / wozu das Zellsediment in 20 ml Auf schlufipuf f er B (20 
mM Phosphat-Puffer, 50 mM NaCl, 1 raM EDTA, 1 mM PMSF, pH 7,2) 
resuspendiert und durch 2 French-Press Durchgange bei 1.500 
psi aufgeschlossen wurde. Durch eine anschlieflende Zentrifuga- 
tion ftir 30 min bei 10.000 UpM und 4 °C im SS-34 Rotor 
(Sorvall) wurden unlosliche Zellbestandteile sowie enthaltene 
"inclusion bodies" sedimentiert und von den im ttberstand ver- 
bleibenden Idslichen E. coli Proteinen bzw. loslichem Ex- 
pressionsprodukt getrennt. 

Zum Nachweis der Expression wurden gleiche Volumina der Zell- 
aufschluflfraktionen durch 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel-Elek- 
trophorese und Coomassie-Brilliant-Blau Farbung sowie durch 
Western-Blot unter Verwendung des MLB-spezif ischen Antiserums 
TB33 untersucht (Fig. 7b) . Die monoclonal en Antikorper TB33 
(Tonevitsky et al., 1995) wurden vom Autor zur Verfugung ge- 
stellt. Sie wurden unter Verwendung von Standardverf ahren her- 
gestellt. Entsprechende Antikorper sind ftir den Fachmann eben- 
falls unter Verwendung von Standardverf ahren mit ML-1 oder MLB 
als Immunogen darstellbar. Zum Nachweis der Expression wurden 
gleiche Volumen der Idslichen Fraktion (Spur 2, 4, 6, 8) sowie 
der unloslichen "inclusion bodies" Fraktion (Spur 1, 3, 5, 7) 
des E. coli Aufschlufies hinsichtlich des Gehaltes an rMLB un- 
tersucht. Zur Darstellung des Expressionsverlauf es wurden da- 
bei Proben vor (Spur 1+2), 2 h (Spur 3+4), 4 h (Spur 5+6) und 
6 h (Spur 7-8) nach Induktion der Genexpression eingesetzt. 
Die Western-Blot Analyse zeigte bereits 1 h nach Induktion das 
Auftreten einer immunreaktiven 31 kDa Proteinbande ent- 
sprechend rMLB, wobei das Express ionsmaximum 4 h nach Induk- 
tion erreicht wurde. 4 h nach Induktion verteilt sich die 
rMLB-Menge zu jeweils - 50% auf die losliche bzw. unlosliche 
Fraktion des Zellauf schlufies . Langere Inkubationszeitraume 
fiihren zu einer zunehmenden Akkumulation exprimierter rMLB in 
Form unloslicher "inclusion bodies". 
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(V) Isolierung von rMLB aus unloslichen "inclusion bodies" 

Das Sediment des E. coli Gesamtzellaufschlufles wurde zur Ent- 
fernung von E. coli Proteinen 2x mit je 20 ml STET-Puffer- (50 
mM Tris-HCl, 8 % (w/v) Sucrose, 50 mM EDTA, 1,5 % (v/v) Triton 
X-100, pH 7,4) nach Babbitt et al. [1990] gewaschen. Das ver- 
bleibende Sediment mit den enthaltenen "inclusion bodies" 
wurde in 20 ml Denaturierungspuf f er (6 M Guanidiniumchlorid, 
100 mM DTT, 50 mM Tris-HCl, pH 8,0) durch Inkubation 16 h bei 
Raumtemperatur unter Schtitteln gelost. 

Zur Renaturierung von rMLB wurde die im Denaturierungspuf fer 
vorliegende Proteinlosung in das 90- f ache Volumen Faltungspuf- 
fer (20 mM Phosphat-Puf f er, 50 mM KC1, 1 mM EDTA, 100 mM 
Glucose, 10 % (v/v) Glycerin, 10 mM B-Lactose, pH 5,5) langsam 
eingetropft und 16 h bei Raumtemperatur unter Ruhren in- 
kubiert. Wieder ausgef allenes Protein wurde durch Zentrifuga- 
tion 30 min bei 6.000 UpM und 4 °C im GS-3 Rotor (Sorvall) von 
der loslichen, gefalteten rMLB-Fraktion abgetrennt. 

(VI) Isolierung von rMLB durch Af f initatschromatographie an N- 
Acetyl-D-Galactosamin-Agarose 

Zur Isolierung von aktivem, Carbohydrat-bindendem rMLB wurde 
eine N-Acetyl-Galactosamin-Agarose Af f initat smatrix ( PIERCE , 
USA) mit 10 SSulenbettvolumen Chromatographiepuf f er (50 mM 
Phosphat-Puffer, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, 
0,05 % (v/v) Tween®-20, pH 7,0) aquilibiert. Der Probenauf- 
trag erfolgte durch "batch" Inkubation der Af f initatsmatrix in 
rMLB-haltigen Probenlosung fUr mind. 2 h bei 4 °C. Nach Wa- 
schen der Aff initatsmatrix mit Chromatographiepuf fer zum Ent- 
fernen unspezifisch gebundener Proteine wurde gebundenes rMLB 
durch kompetitive Verdrangung mit 0,3 M N-Acetyl-Galactosamin 
in Chromatographiepuf fer, pH 4,0 eluiert. 
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(VII) In vitro Reassoziation von Mistellektin-Ketten zur Dar- 
stellung des Holoproteins 

Die Darstellung von rekombinantem Mistellektin-Holoprotein 
(rML) kann ausgehend von isolierten, gefalteten als auch aus- 
gehend von denaturierten, im Zuge einer Co-Faltung renatu- 
rierten Mistellektin A- und Mistellektin B-Ketten erfolgen. 
Zur Reassoziation von isolierten, gefalteten Einzelketten 
wurde isolierte Mistellektin B-Kette (nMLB oder rMLB) mit 
einem molaren Oberschufl an rMLA in 20 mM Phosphat-Puf fer, 50 
roM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,2 fiir 16 - 48 h bei 4 °C inkubiert. 
Zur Ausbildung der interchenaren Disulf idbrUcke erfolgte die 
Inkubation in Anwesenheit eines Redox-Systems aus 6 mM 
Glutathion (Verh&ltnis reduziert zu oxidiert 5:1) oder 10 mM 
Glutathion (Verhaltnis reduziert zu oxidiert 2 : 1) + 1 pM 
Protein-Disulf id-Isomerase (Boehringer Mannheim) . 
Zur Reassoziation augehend von denaturierten Einzelketten im 
Rahmen einer Co-Faltung wurde rMLA-Kette in 6 M Guanidinium- 
chlorid, 2 mM DTT, 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 zu einer Konzentra- 
tion von 2 mg/ml gelost. Die rMLB-Kette wurde zur vollst&ndi- 
gen Reduktion der Cysteinreste in 6 M Guanidiniumchlorid, 100 
mM DTT, 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 gelSst und nach einer Inkuba- 
tion 20 min bei Raumtempertur auf 6 M Guanidiniumchlorid, 50 
mM Tris-HCl, pH 8,0 mittels Gelpermeation an PD-10 (Pharmacia, 
Schweden) umgepuffert und auf eine Konzentration von 200 iag/ml 
eingestellt. Die Reassoziation erfolgte im Rahmen einer Co- 
Faltung von rMLB mit einem molaren Oberschufi rMLA durch 
langsame 1:30 Verdttnnung der Guanidinium-Losungen in Kopp- 
lungspuffer (50 mM Natriumphosphat-Puf fer, 50 mM KC1, 1 mM 
EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, 100 mM Glucose, 20 mM Lactose, pH 
8,0) und Inkubation fiir 16 h bei 4 °C. Zur Ausbildung der in- 
terchenaren Disulf idbriicke erfolgte die Inkubation in Anwesen- 
heit eines Redox-Systems aus 2 mM Glutathion (Verhaltnis redu- 
ziert zu oxidiert 1 : 1) . 

Die Kopplungsansatze wurden gegen Lagerungspuf f er (50 mM Na- 
triumphosphat-Puf fer, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) Gly- 
cerin, 0,05 % (v/v) Tween®-20, pH 8,0) dialysiert. Nachweis 
und Identif izierung des gebildeten Heterodimers erfolgte duch 
SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen und anschlie- 
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Bende Western-Blot Analyse unter Verwendung spezif ischer, mo- 
noclonaler Antikorper gegen Mistellektin A-Kette (TA5) bzw. 
Mistellektin B-Kette (TB33) . Die Isolierung des gebildeten 
Holoproteins bzw. Abtrennung freier rMLA bzw. rMLA- Aggregate 
erfolgte durch Af f initatschromatographie an N-Acetyl-Galacto- 
samin-Sepharose oder Lactosyl-Agarose wie unter (VI) beschrie- 
ben. 

Bei spiel 8 

Isoelektrische Homogenitat von rMLA und rMLB 

1-2 ug rMLA, natiirliches MLA, rMLB, natiirliches MLB oder ML- 
Holoprotein wurden zusammen mit IEF-Proteinstandards (BioRad, 
USA) auf Servalyt PreNets IEF-Gelen (pH 3 -10, 125 x 125 mm, 
150 \m , Serva Heidelberg) fokussiert. Zum Nachweis wurden die 
Proteine durch "semi-dry electroblotting" auf Nitrocellulose- 
Membranen (0,2 pm, Schleicher & Schull, Dassel) immobilisiert . 
Die immunologische Farbung erfolgte mit Hilfe eines 
monoclonalen, MLA-spezif ischen AntikGrpers (TA5, Tonevitsky et 
al., 1995) fttr rMLA und nMLA bzw. mit Hilfe eines monoclona- 
len, MLB-spezifischen Antik5rpers (TB33, Tonevitsky et al., 
1995) ftir rMLB, nMLB und ML-Holoprotein. Immunkomplexe wurden 
unter Verwendung eines mit alkalischer Phosphatase konju- 
gierten anti-Maus IgG-IgG (Sigma, Deisenhofen) und Umsetzung 
der Substrate NBT und BCIP angefarbt (Fig. 8) . 

Wahrend sich hochreine pflanzliche Mistellektin A-Kette als 
auch hochreine Mistellektin B-Kette als isoelektrisch inhomo- 
gene Proteine mit isoelektrischen Punkten der nMLA von 5,2 : 
5,4 : 5,5 : 6,2 bzw. der nMLB von 7,1 : 7,3 darstellt, erweist 
sich die rekombinante rMLA-Kette mit einem isoelektrischen 
Punkt von 6,8 als auch die rekombinante rMLB-Kette mit einem 
isoelektrischen .Punkt von 5,1 als homogenes Protein (Fig. 8). 
Damit ergeben sich fttr das nattirliche ML-Holoprotein eine he- 
terogene Vielzahl von Molekttlvarianten (Fig. 8, unten) , wah- 
rend die einheitliche Mobilitat rekombinanter Mistellektin- 
Proteine die Homogenitat des rML gegeniiber der Mikroheteroge- 
nitat der pflanzlichen Mistellektine dokumentiert . 
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Bei spiel 9 

Nachweis der enzymatischen, Ribosomen-inaktivierenden Akti vi- 
ta t von rMLA 

Die Proteinkonzentration der mittels Immunaf f init&tschroma- 
tographie gereinigten rMLA (riickgefaltet) und rMLA (loslich) 
sowie von naturlicher MLA-Kette (nMLA) wurde nach Bradford 
[1976] unter Verwendung eines BSA-Standards bestimmt. 

Zum Nachweis und zur Quantif izierung der enzymatischen rRNA-N- 
Glycosidase-Aktivitat von MLA wurde unter Verwendung des "TNT 
coupled reticulocyte system" (Promega, USA) ein nichtradioak- 
tives Testsystem etabliert. Je Ansatz wurden gleiche Mengen 
(20 pi) des TNT-Systems 15 min bei 30 °C vorinkubiert . Zur 
Quantifizierung einer Translationsinhibition wurden den Kon- 
trollansatzen 2 pi des entsprechenden Puffers bzw. den 
Testansatzen 2 pi " steigender MLA-Verdiinnungen 

{Konzentrationsbereich 350 - 0 pM) zugesetzt. Aus jedem Ansatz 
wurden im Abstand von 8 min 2 Proben entnommen und zum Abs top- 
pen der Reaktion in flUssigem Stickstoff eingefroren. Als MaB 
fUr die Translations-Aktivitat wurde die relative Luciferase- 
Menge (sqrt-cpm) durch einen Biolumineszens-Test mittels Szin- 
tillationsmefigerSt bestimmt. Fiir jeden Ansatz wurde hierbei 
die Differenz der gemessenen sqrt-cpm der beiden Zeitproben 
als MaB der relativen Translations-Aktivitat ermittelt/ wobei 
die Aktivitat im Kontrollansatz ohne RIP auf 0 % Inaktivie- 
rungsrate (IAR) gesetzt wurde. 

Durch Auftragung der relativen Translations-Inaktivierungsrate 
gegen die eingesetzten rMLA-Konzentratlonen wurde mittels 
nichtlinearer Regression diejenige Proteinkonzentration er- 
mittelt, die zu 50 % Inhibition der Translationsaktivitat im 
Vergleich zum Kontrollansatz fiihrt . Dieser ICso-Wert stellt 
eine System-abhangige GroBe dar, die einen Nachweis und die 
Quantifizierung der enzymatischen Aktivitat von rMLA 

(loslich), rMLA (riickgefaltet) im Vergleich zu nMLA ermoglicht 

(Fig. 9) . 
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Fig. 9 zeigt den Nachweis der enzymatischen, Ribosomen-inakti- 
vierenden Aktivitat der rekombinanten MLA-Kette, wobei sowohl 
durch Isolierung des loslichen Expressionsproduktanteils (rMLA 
loslich) als auch durch Ruckfaltung des aus "inclusion bodies" 
isolierten Proteins (rMLA rttckgefaltet) enzymatisch aktives 
Expressionsprodukt erhalten wird. rMLA (loslich) und rMLA 
(rttckgefaltet) weisen mit IC50-Werten von 10,7 ± 1,3 pM bzw. 
15,6 + 6,6 pM tibereinstimmende Aktivitaten auf. Sie weisen 
damit eine niedrigere toxische Aktivitat auf als die nattirli- 
che MLA-Kette (IC50 1/1 ± 0,7 pM) . 



Beispiel 10 

Carbohydrat-bindende Aktivitat der Mistellektin B-Kette 

Der Nachweis der Carbohydrat-bindenden Aktivitat der rekombi- 
nanten Mistellektin B-Kette sowie der Vergleich der Carbohy- 
drat-bindenden Aktivitaten und Spezifitaten von rekombinanter 
und pflanzlicher Mistellektin B-Kette erfolgt durch "Enzyme- 
Linked-Lectin-Assay" (feLLA) in Anwesenheit kompetitierender 
Kohlenhydrate . Die Bindung der nMLB- und rMLB-Ketten erfolgte 
unter Verwendung einer immobilisierten Asialofetuin-Matrix an 
vornehmlich Galactose- und N-Acetyl-Galactosamin-Resten sowie 
unter Verwendung einer immobilisierten Fetuin-Matrix an vor- 
nehmlich Sialinsaure-Resten. 

Zur Immobilisierung einer Kohlenhydrat-Matrix wurden 100 pi 
einer Losung von 1,1 mg Asialofetuin (Sigma, Deisenhofen) bzw. 
1,1 mg Fetuin (Sigma, Deisenhofen) in 11 ml PBS in Kavitaten 
von MaxiSorp C96 Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden) gegeben 
und 16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen der Mikro- 
titerplatten 3 x mit 150 ul / Kavitat PBS-T (10 mM Natriumpho- 
sphat-Puffer, 130 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween® 20, pH 7,2) 
wurde die Mikrotiterplatte zum Blockieren unspezif ischer Bin- 
dungsstellen mit 200 ul/Kavitat PBS-T-1% BSA (10 mM Natrium- 
phosphat-Puffer, 130 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween® 20, 1 % (w/v) 
BSA, pH 7,2) fttr 1 h bei 36 °C inkubiert und anschliefiend 
wieder wie beschrieben gewaschen. Zum Test wurden 100 ul B- 
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Ketten haltiger PrSparationen in einer Konzentration von 100 - 
500 ng/ml, vorzugsweise von 400 ng/ml eingesetzt, wobei die 
Testkonzentration durch ProbenverdUnnungen in PBS-0,05% BSA 
(10 mM Natriumphosphat-Puf fer, 130 mM NaCl, 0,05 % (w/v) BSA, 
pH 7,2) eingestellt wurde. Pro Testkonzentration und Kontrolle 
wurden 2-3 Replikas angelegt. Die Bestimmung des Leerwertes 
erfolgt mit PBS-0,05% BSA oder dem jeweiligen Prapara- 
tionspuffer. Zur Bestimmung der Bindungsspezif itaten erfolgte 
die Probeninkubation in Anwesenheit freier, kompetitierender 
Zucker. Zur Verdrangung von rMLB, nMLB oder ML-Holoproteinen 
aus der Bindung an die Asialof etuin- bzw. Fetuin-Matrix wurde 
Galactose vorzugsweise im Konzentrationsbereich 0-280 mM, N- 
Acetyl-Galactosamin im Konzentratonsbereich 0 - 280 mM, Lac- 
tose im Konzentrationsbereich 0 - 140 mM oder Sialinsaure im 
Konzentrationsbereich 0 - 140 mM zugesetzt. 

Die Platten wurden nach Beladung 2 h bei 36 °C inkubiert und 
anschliefiend wie beschrieben gewaschen. In die belegten Kavi- 
tcLten wurde 100 pl/Kavitat anti-Mistellektin-Serum aus Ziege 
(1:19800 Verdiinnung des Serumpools in PBS-T-0,1% BSA-Tx (10 mM 
Natriumphosphat-Puf fer, 130 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween® 20, 
0,1 % (w/v) BSA, 1 % (v/v) Triton® X100, pH 7,2) gegeben, 2 h 
bei 36 °C inkubiert und anschliefiend wie beschrieben gewa- 
schen. Zum Nachweis der Immunkomplexe wurde je belegte Kavitat 
100 ]il anti-Ziege IgG-IgG, konjugiert mit Meerrettich-Peroxi- 
dase (Sigma, Deisenhofen) in einer 1 : 3500 Verdiinnung in PBS- 
1% BSA (10 mM Natriumphosphat-Puf fer, 130 mM NaCl, 1 % (w/v) 
BSA, pH 7,2) zugegeben und 1 h bei 36 °C inkubiert. Die Kavi- 
taten wurden anschliefiend 6 x mit 150 pl/Kavitat PBS-T gewa- 
schen. Zur Entwicklung wurden 100 ul/Kavitat Substratlosung (1 
o-Phenylendiamin-Tablette (Sigma, Deisenhofen) in 25 ml 65 mM 
Citronensaure, pH 5,0 + 10 ]il 30 % Wasserstof fperoxid) zugege- 
ben und 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Das 
Abstoppen der Reaktion erfolgte durch die Zugabe von 100 pl/1 
M Schwefelsaure/Kavitat . Die Auswertung erfolgte durch Ab- 
sorptionsmessung bei 450 nm mit einer Ref erenzwellenlange von 
690 nm und der Berechnung des IC50-Wertes durch Beschreibung 
der Mefidaten mittels 4-Parameter-Fit . 
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Fig. 10 zeigt Auftragungen der im ELLA-System beobachteten 
Verdrangung von rMLB und nMLB vom immobilisierten Asialofe- 
tuinliganden durch steigende Mengen D-Galactose {Fig. 10a) / B- 
Lactose (Fig. 10b) oder N-Acetyl-Galactosamin (Fig. 10c) sowie 
die Verdrangung vom immobilisierten Fetuinliganden durch stei- 
gende Mengen Sialinsaure (Fig. lOd) . Die Bindecharakteristiken 
von nMLB und rMLB werden durch den IC50 Wert entsprechend der 
halbmaximalen Verdrangung beschrieben. 

Wahrend die Carbohydrat-Bindung der pflanzlichen nMLB-Kette in 
erster Linie durch Galactose (IC50 = 4,5 raM) und B-Lactose 
(IC50 = 4,9 mM) kompetitiert werden kann, zeigt die rekombi- 
nante rMLB-Kette tiberraschenderweise eine deutlich veranderte 
Carbohydrat-Spezifitat. Im Gegensatz zur nMLB ist die Carbohy- 
drat-Bindeaktivit&t von rMLB nicht durch Galactose (IC50 nicht 
bestimrabar) und nur in geringem Mafie durch B-Lactose (IC50 > 
70 mM) kompetitierbar . Neben der drastisch reduzierten Affini- 
tat gegentiber Galactose und B-Lactose weist die rekombinante 
rMLB-Kette jedoch eine deutliche Spezifitat fiir N-Acetyl-Ga- 
lactosamin (IC50 109 mM) auf . Eine weitere, fiir nMLB beschrie- 
bene Aktivitat der Bindung an Sialinsaure-Liganden konnte auch 
fiir die rekombinante MLB-Kette nachgewiesen werden (Fig. lOd) . 
Hierbei zeigen sich ftir die pflanzliche nMLB-Kette (Ic50 = 
49,8 mM) und rekombinante rMLB-Kette (IC50 = 47,1 mM) liber- 
einstimmende Bindungsaf f initaten. 

Gegenttber der pflanzlichen, in erster Line Galactose/B-Lac- 
tose-spezifischen nMLB-Kette besitzt die rekombinant darge- 
stellte rMLB-Kette eine deutlich unterschiediche, auf die 
Seite der N-Acetyl-Galactosamin/Sialinsaure-Bindung verscho- 
bene Carbohydrat-Spezifitat. 

Bei spiel 11 

Bestimmung der Cytotoxizitat in vitro reassoziierter rML-Holo- 
proteine auf humane lymphatische Leukamiezellen 

Die Integritat des Mistellektin-Holoproteins wurde durch die 
quantitative Bestimmung der Cytotoxizitat gegenttber der huma- 
nen mononuklearen (lymphatischen) Leukamiezellinie MOLT-4 
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(European Collection Of Animal Cell Cultures No. 85011413) 
nachgewiesen. 

MOLT-4 Zellen wurden in serumfreiem MDC-1 Medium (PAN SYSTEMS, 
Aidenbach) kultiviert und fur den Test auf eine Einsaatzell- 
dichte von 1,6 x.10 5 MOLT-4-Zellen/ml bei einer Viabilitat' >98 
% eingestellt. Zur Bestimmung der Cytotoxizitat wurden pro Ka- 
vitat einer 96-Loch Mikrotiterplatte 90 pi einer MOLT-4 Zell- 
suspension entsprechend 18000 Zellen/Kavitat 'eingesat und mit 
10 yl der ProbenlSsung versetzt. Zum Test wurden Mistellektin- 
Holoprotein Praparationen (Chargen #220793 (Madaus) und BRAIN 
12/94/ die aus Mistelblattern oder Misteltee .durch ein 
Standardverfahren an Lactosyl-Sepharose (Franz et al., 1977) 
isoliert wurden) sowie in vitro reassoziiertes rML Holoprotein 
im Konzentrationsbereich von 1-100 pg/ml entsprechend (1,6 fM 
- 1,66 pM) eingesetzt, wobei die VerdUnnungsreihen in MDC-1 
Zellkulturmedium erstellt wurden. Pro Probenkonzentration und 
Kontrolle wurden 6 Replikas angelegt. 

Die Zellen wurden 72 h bei 37 °C und 5 % C02 im begasten Brut- 
schrank inkubiert. Die Quantif izierung des cytotoxischen Ef- 
fektes erfolgte durch die Bestimmung der Viabilitat der Zellen 
mit Hilfe eines loslichen Formazan-Farbstof f es nach der WST-1 
Methode [Scudiero et al., 1988] unter Verwendung des entspre- 
chenden Cell Proliferation Reagent WST-1 (Boehringer Mann- 
heim) . 

Das rekombinante Holoprotein wie auch das chimare Holoprotein 
rMLB/nMLA zeigen hinsichtlich der MOLT4-Cytotoxizitat eine mit 
dem nattirlichen Protein Ubereinstimmende biologische Aktivitat 
mit IC-50 Werten urn 10-30 pg/ml. Dagegen zeigt rMLB im 
getesteten Konzentrationsbereich (rMLB bis 1 ng/ml) keinerlei 
cytotoxische Aktivitat. 

Bei spiel 12 

Induktion von Apoptose am Beispiel der humanen Monocyten- 
Zellinie U937 durch rekombinantes Mistellektin (rML) 

Der Nachweis der Induktion apoptotischer Vorgange durch re- 
kombinantes Mistellektin (rMLA/rMLB) erfolgte hier durch Far- 
bung der Zellkerne mit dem Fluoreszenzf arbstof f DAPI (Hotz et 
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al., 1992). Die typischen apoptotischen Veranderungen der 
Kernmorphologie konnen dadurch im Mikroskop sichtbar gemacht 
und durch Auszahlung von 500-1000 Zellen pro Probe quantifi- 
ziert werden. Die Verwendung von Serum- freiem Medium ist von 
Bedeutung ftir die Sensitivitat des Assays, da die Anwesenheit 
von Serumproteinen die verftigbare Menge des Lektins drastisch 
reduziert (ca. urn den Faktor 40 bei 10 % FCS, Ribereau-Gayon 
et al./ 1995). Die Induktionszeit von 24h laflt eine direkte 
Korrelation mit dem MOLT-Assay nur bedingt zu, da der cyto- 
toxische Effekt im Viabiltatsassay erst nach 72 h vollstandig 
ausgepragt ist, die Apoptose jedoch ein frtiher Effekt ist. Bei 
zu langer Inkubationszeit wird die Apoptose durch sekundare 
Nekrose ttberdeckt. 

Abb. 12 zeigt eine deutliche ErhShung der Rate apoptotischer 
U937-Zellen nach Behandlung mit rekombinantem ML-Holoprotein. 
Bei 70 pg/ml ist die Zahl der apoptotischen Zellen nach 24 h 
in zwei verschiedenen Kulturen in Serum-freien Medien urn den 
Faktor 3 erhdht. Das rekombinante Mistelektin besitzt also 
ebenso wie das natUrliche Protein (Janssen et al., 1993) die 
Fahigkeit, den apoptotischen Zelltod zu induzieren. 

Bei spiel 13 

Immunstimmulierende Wirkung von rekombinantem Mistellektin im 
PBMC-Modell 

Bei den Cytokinen TNF-a (Monocyten, Makrophagen) und IFN-y (T- 
Helferzellen) handelt es sich urn zentrale Mediatoren innerhalb 
des komplexen Netzwerkes des menschlichen Immunsystems . 
Menschliche, mononukleare Zellen (PBMC, enthalten Monocyten 
und Lymphocyten) aus gesunden Blutspendern wurden mitt els 
FICOLL-PAQUEO-Dichtegradienten-Zentrifugation nach Vorgaben 
des Herstellers (Pharmacia, Schweden) isoliert. 
Fiir die Induktion der Freisetzung von TNF-a wurden die Zellen 
(4xl0 6 mononukleare Zellen/ml) in RPMI 1640-Medium mit 10% 
(v/v) fdtalem Kalberserum, 100 E/ml Penicillin, 100 pg/ml 
Streptomycin zunachst 18 h mit den rekombinanten Mistellektin- 
Proteinen alleine und danach weitere 24 h mit 1 ]ig/ml Li- 
popolysacchariden aus Salmonella abortus equi als costimulie- 
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rendem Faktor bei 37 °C, 5% C02 und >95% relativer Luftfeuch- 
tigkeit in U-fSrmigen Mikrotiter-Zellkulturplatten im Bega- 
sungsbrutschrank inkubiert. Danach wurde in den zellfreien 
Oberstanden sofort mittels ELISA (Genzyme Diagnostics, Riis- 
selsheim) die Konzentration von TNF-a quantif iziert . 
FUr die Induktion der Freisetzung von IFN-y wurden die Zellen 
in o.g. Medium zunachst 1 h mit den rekombinanten Mstellektin- 
Proteinen alleine und danach weitere 65 h mit 0,5 iag/ml Phyto- 
h&magglutinin-L als costimulierenden Faktor wie beschrieben 
inkubiert. Anschliefiend wurde in den zellfreien Oberstanden 
sofort mittels ELISA (ENDOGEN INC., Cambridge, USA) jeweils 
die Konzentration von IFN-y quantif iziert . 

Bei spiel 14 

Ixnmunstimmulierende Wirkung von rekombinantem Mistellektin im 
skin 2 -ZK1200-Modell 

Das als Bioassay etablierte skin 2 -Modell besteht aus einer 
dreidimensionalen Fibroblasten-haltigen Dermis und einer 
strukturierten Epidermis aus unverhornten Keratinocyten in 
deren eigenen, natiirlich sezernierten Matrix (Joller et al., 
1996) . Die Hautgewebe-Stlickchen (11x11 mm 2 , aus menschlichen, 
primaren Zellen hergestellt; Advanced Tissue Sciences Inc. 
(ATS), La Jolla, USA) wurden jeweils auf einem Nylon-Gewebe- 
gitter in Agarose zur Verfttgung gestellt und sofort nach Lie- 
ferung in Spezialmedium A (ATS, La Jolla, USA) iiberfuhrt. 
Sowohl IL-la als auch 11-6 sind relevante, stimulierende Cyto- 
kine des menschlichen Immunsystems . 

FUr die Induktion der Freisetzung von IL-la bzw. IL-6 wurden 
die skin 2 -Gewebestiickchen jeweils mit der Prtif substanz in 2 ml 
des Spezialmediums B (ATS, La Jolla, USA) 24 h bei 37 °C, 5% 
CO2 in Luft und > 95% relativer Luf tf euchtigkeit in 12-Napf- 
Zellkulturplatten (Corning Glass Works, Corning, USA) in- 
kubiert. Danach wurde in den zellfreien Uberstanden mittels 
ELISA jeweils die Konzentrationen von IL-la (Quantikine human 
IL-la Assay, R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) bzw. IL-6 (h- 
Interleukin 6 ELISA, Boehringer Mannheim GmbH) quantif iziert . 
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Es zeigten sich im skin 2 -Modell eine dosisabhangige, durch 
0,25 - 8 ng rML/ml induzierte Freisetzung von IL-la sowie eine 
dosiabhangige, durch 0,5 - 8 ng rML/ml induzierte Freisetzung 
von IL-6 (Fig, 14) . Mit der rekombinanten rMLB-Kette allein 
konnte uberraschenderweise keine der obengenannten Cytokin- 
Freisetzungen induziert werden, was im Gegensatz zum bisheri- 
gen Kenntnisstand steht/ nach dem die immunstimulierende Akti- 
vitclt haupts^chlich auf die Lektinaktivitat der B-Kette zu- 
rtickgefuhrt wurde (Hajto et al., 1990). 

Bei spiel 15 

Aktivierung von immunkompetenten Zellen durch rekombinante 
Mistellektin B-Kette (rMLB) 

Die Aktivierung immunkompetenter Zellen wurde anhand der In- 
duktion des Zelloberf lachenproteins CD69 untersucht. CD69 er- 
scheint als eines der ersten Zelloberf l&chen-Antigene nach 
Aktivierung von T-Zellen, B-Zellen und insbesondere von 
"Natural Killer"-Zellen (NK-Zellen) , denen aufgrund ihrer Be- 
fahigung, neoplastische Zellen zu erkennen und zu lysieren 
eine zentrale Bedeutung bei der nattirlichen Tumorabwehr zu- 
kommt. CD69 stellt einen Aktivierungsmarker der o.g. immun- 
kompetenten Zellpopulationen dar, da das Zelloberf lachenpro- 
tein nicht auf ruhenden Lymphocyten exprimiert wird. Zudem 
wurde fur das induzierbare CD69-Oberfl£chenprotein eine fSr- 
dernde Fxinktion ftir die cytolytische Aktivitat der NK-Zellen 
und TcRy/8 T-Zellen nachgewiesen (Moretta et al., 1991). 
Zum Nachweis des Oberf lachenmarkers auf humanen mononukleSren 
Zellen per Flow Cytometrie (FACS) wurden PBMC mittels eines 
Dichtegradienten an Hypaque (Sigma) ahnlich wie in Beispiel 13 
isoliert. Nach Aufnahme der Zellen in RPMI 160 Medium mit 5 % 
FCS und Einsaat von ca. 250000 Zellen/Napf einer Mikrotiter- 
platte erfolgte eine 4-stundige Inkubation mit 1, 10, 30 und 
100 ng der Testsubstanz rMLB. Der 20-minutigen Inkubation mit 
Fluoreszenz-markiertem anti-CD69 MAK im Eisbad folgte ein 
Waschvorgang in Hank's Solution mit 5% FCS. Die sedimentierten 
markierten Zellen wurden in 200 \xl "Sheath Fluid" aufgenommen 
und im FACScan (Becton Dickinson) gemessen. Aufgetragen ist 
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die mittlere Fluoreszenz entsprechend der Zahl der CD69- 
Zelloberflachenmarker pro Zelle sowie der Anteil CD69-po- 
sitiver Zellen in der Zell-Gesamtpopulation. 

Im Konzentrationsbereich von 1-100 ng/ml konnte eine Aktivie- 
rung der mononuklearen Zellen sowohl hinsichtlich des Auftre- 
tens von CD69 auf der Zelloberf lache als auch hinsichtlich des 
Anteils CD69-positiver Zellen festgestellt werden. Es zeigte 
sich hierbei eine glockenfdrmige Dosisabhangigkeitskurve . Eine 
cytotoxische Wirkung auf die hier untersuchten PBMC konnte 
auch in der hochsten Konzentration von 100 ng/ml rMLB nicht 
nachgewiesen werden. 
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Patentanspruche 

1. Nucleinsauremolekul, das 

(a) ein Praproprotein codiert, das nach Reifung die" bio- 
logische Funktion des Mistellektindimers aufweist 
und die in Fig. 4c dargestellte Nucleotidsequenz 
aufweist; 

(b) ein Fragment des Praproproteins gemaB (a) codiert, 
wobei das Fragment ein biologisch aktiver Bestand- 
teil des Mistellektindimers ist; 

(c) sich durch die Degeneration des genetischen Codes 
vom Nucleinsauremolekiil gemaB (a) oder (b) unter- 
scheidet; oder 

(d) unter stringenten Bedingungen mit dem Nucleinsaure- 
molektil gemafl (a) , (b) oder (c) hybridisiert und die 
ein Polypeptid mit der in (a) oder (b) angegebenen 
biologischen Funktion bzw. Aktivitat codiert. 

2. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1/ wobei das Fragment 
die A-Kette des Mistellektins ist, die durch die in Fig. 
4a dargestellte Nucleotidsequenz codiert wird. 

3. Nucleinsauremolekiil nach Anspruch 1, wobei das Fragment 
die B-Kette des Mistellektins ist, die durch die in Fig. 
4b dargestellte Nucleotidsequenz codiert wird. 

4. NucleinscLuremolekiil nach einem der Anspruche 1 bis 3, das 
ein DNA-Molektil ist. 

5. Nucleinsauremolekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 3, das 
ein RNA-Molekttl ist. 

6. Nucleinsauremolekul, das ein antisense-Strang zu dem 
Nucleinsauremolekul nach einem der Anspruch 1 bis 5 ist. 

7. Vektor, der mindestens ein Nucleinsauremolekul nach einem 
der Anspriiche 1 bis 6 enthalt. 
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8. Vektor nach Anspruch 7, der sowohl ein Nucleinsauremole- 
ktll nach Anspruch 2 oder 4 sowie auch ein Nucleinsaure- 
molekUl nach Anspruch 3 oder 4 enthait. 

9. Vektor nach Anspruch 7 oder 8, der ein Expressionsvektor 
ist . 

10. Wirt, der mit mindestens einem Vektor nach einem der An- 
sprtiche 7 bis 9 trans forxniert ist. 

11. Wirt nach Anspruch 10, der eine S^ugerzelle, eine Pflan- 
zenzelle, ein Bakterium, eine Pilzzelle, eine Hefezelle, 
ein Insektenzelle oder eine transgene Pflanze ist. 

12. Wirt nach Anspruch 11, wobei das Bakterium E. coli ist, 
die Pilzzelle eine Aspergillus-Zelle und die Insekten- 
zelle eine Spodoptera-Zelle, vorzugsweise eine Spodoptera 
frugiperda-Zelle ist. 

13. Polypeptid, das von dem Nucleinsauremolektil nach einem 
der Ansprtiche 1 bis 5 oder dem Vektor nach einem der An- 
sprUche 7 bis 9 codiert wird und/oder vom Wirt nach einem 
der Ansprtiche 10 bis 12 produziert wird. 

14. Polypeptid nach Anspruch 13/ das mindestens eine chemi- 
sche oder enzymatische Modif izierung aufweist. 

15. Polypeptid nach Anspruch 13 oder 14, das ein Fusionspro- 
tein ist. 

16. Polypeptiddimer mit der biologischen Funktion des Mi- 
stellektins, wobei das eine Monomere vom Nucleinsauremo- 
lektil nach einem der Ansprtiche 2, 4 oder 5 und das zweite 
Monomere vom Nucleinsauremolektil nach einem der Ansprtiche 
3 bis 5 codiert wird. 

17. Polypeptiddimer nach Anspruch 16, wobei mindestens eines 
der Monomere ein Polypeptid nach Anspruch 14 oder 15 ist. 
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18. Antikbrper oder Fragment oder Derivat davon, der. bzw. das 
das Polypeptid nach einem der Anspriiche 13 bis 15 
und/oder das Polypeptiddimer nach Anspruch 16 oder 17 
spezifisch bindet. 

19. Verfahren zur Herstellung des Polypeptids nach einem der 
Anspriiche 13 bis 15oder des Polypeptiddimers nach An- 
spruch 16 oder 17, wobei man den Wirt nach einem der An- 
spriiche 10 bis 12 unter geeigneten Bedingungen zuchtet 
und das so erhaltene Polypeptid oder Polypeptiddimer 
isoliert . 

20. Immuntoxin, umfassend mindestens ein Polypeptid nach 
einem der Anspriiche 13 bis 15 oder ein Polypeptiddimer 
nach Anspruch 16 oder 17. 

21. Arzneimittel, enthaltend das Polypeptid nach einem der 
Anspriiche 13 bis 15 und/oder das Polypeptiddimer nach An- 
spruch 16 oder 17 , und/oder das Immuntoxin nach Anspruch 
20, gegebenenfalls zusammen mit einem pharmazeutisch 
vertraglichen Trager. 

22. Primer oder Primerpaar, der/das spezifisch an das 
Nucleinsauremolekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 5 bzw. 
an den komplementaren Strang dazu hybridisiert . 

23. Diagnostische Zusammensetzung mindestens enthaltend 

(a) das Nucleinsauremolekiil nach einem der Anspriiche 1 
bis 5; 

(b) einen Primer und/oder ein Primerpaar nach Anspruch 
22; und/oder 

(c) das Polypeptid nach einem der Anspriiche 13 bis 15 
und/oder das Polypeptiddimer nach Anspruch 16 oder 
17. 

24. Pflanzenschutzmittel, enthaltend das Polypeptid nach 
einem der Anspriiche 13 bis 15 und/oder das Polypeptiddi- 
mer nach Anspruch 17 oder 18. 
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Fig. 2 

PCR-Amplifikation von ML-Genfragmenten 
aus komplexer genomischer DNA aus 
Viscum album 
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Fig. 4 

Rekombinante Insertionen der Expressions- 
vektoren pT7MLA und pT7MLB 



a. MLA 



1/1 

CAT ATG TAC GAA CGT ATC CGT 
Ndai Met tyr glu arg ile arg 
61/21 

CGG TTC ATC ACG CTT CTC CGA 
arg phe ile thr leu leu arg 
121/41 

CTC TTG CGT CAG TCT ACG ATC 
leu leu arg gin ser thr ile 
181/61 

ACC AAC CAG GGG GGA GAC TCG 
thr asn gin gly gly asp ser 
241/81 

GCT TAC CAA GCA GGC GAC CAA 
ala tyr gin ala gly asp gin 
301/101 

CAT CTC TTC ACC GGC ACC ACC 
his leu phe thr gly thr thr 
361/121 

GAG CGA TAC GCC GGA CAT AGG 
glu arg tyr ala gly his arg 
421/141 

GTC ACG GCG CTT CGT TTT CCG 
val thr ala leu arg phe pro 
481/161 

CTC ATT CAG ATG ATC TCC GAG 
leu ile gin met ile ser glu 
541/181 

TAC ATT AAC AGT GGG GCG TCA 
tyr ile asn ser gly ala ser 
601/201 

TGG GGC CAA CAA TCC ACG CAA 
trp gly gin gin ser thr gin 
661/221 

CGG TTG GCT ATA CCC CCC GGT 
arg leu ala ile pro pro gly 
721/241 

AGC TTG GCG ATC ATG TTG TTT 
ser leu ala ile met leu phe 



31/11 



CTG 


CGT 


GTT 


ACC CAC 


CAG 


leu 


arg 


val 


thr his 


gin 








91/31 




GAT 


TAT 


GTC 


TCA AGC 


GGA 


asp 


tyr 


val 


ser ser 


gly 








151/51 




CCC 


GTC 


TCC 


GAT GCG 


CAA 


pro 


val 


ser 


asp ala 


gin 








211/71 




ATC 


ACG 


GCC 


GCC ATC 


GAC 


ile 


thr 


ala 


ala ile 


asp 








271/91 




TCC 


TAC 


TTT 


TTG CGC 


GAC 


ser 


tyr 


phe 


leu arg 


asp 








331/111 




CGA 


TCC 


TCT 


CTC CCA 


TTC 


arg 


ser 


ser 


leu pro 


phe 








391/131 




GAC 


CAG 


ATC 


CCT CTC 


GGT 


asp 


gin 


ile 


pro leu 


giy 








451/151 




GGC 


GGC 


AGC 


ACG CGT 


ACC 


giy 


gly 


ser 


thr arg 


thr 








511/171 




GCC 


GCC 


AGA 


TTC AAT 


CCC 


ala 


ala 


arg phe asn 


pro 








571/191 




TTT 


CTG 


CCA 


GAC GTG 


TAC 


phe 


leu 


pro 


asp val 


tyr 








631/211 




GTC 


CAG 


CAT 


TCA ACC 


GAT 


val 


gin 


his 


ser thr 


asp 








691/231 




AAC 


TTC 


GTG 


ACG TTG 


ACC 


asn 


phe 


val 


thr leu 


thr 








751/251 




GTA 


TGC 


GGA 


GAG CGG 


CCA 


val 


cys 


gly glu arg 


pro 



ACC ACC GGT GAA GAA TAT TTC 
thr thr gly glu glu tyr phe 

AGC TTT TCC AAT GAG ATA CCA 
ser phe ser asn glu ile pro 

AGA TTT GTC TTG GTG GAG CTC 
arg phe val leu val glu leu 

GTT ACC AAT CTG TAC GTC GTG 
val thr asn leu tyr val val 

GCA CCA CGC GGC GCG GAA ACG 
ala pro arg gly ala glu thr 

AAC GGA AGC TAC CCT GAT CTG 
asn gly ser tyr pro asp leu 

ATA GAC CAA CTC ATT CAA TCC 
ile asp gin leu ile gin ser 

CAA GCT CGT TCG ATT TTA ATC 
gin ala arg ser ile leu ile 

ATC TTA TGG AGG GCT CGC CAA 
ile leu trp arg ala arg gin 

ATG CTG GAG CTG GAG ACG AGT 
met leu glu leu glu thr ser 

GGC GTT TTT AAT AAC CCA ATT 
gly val phe asn asn pro ile 

AAT GTT CGC GAC GTG ATC GCC 
asn val arg asp val ile ala 

TCT TAA TAG GGA TCC 
ser STP STP BamHI 
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Fig. 4 

Rekombinante Insertionen der Expressions- 
vektoren pT7MLA und pT7MLB 



b. MLB 



1/1 31 ' n 

PAT rtg GAT GAT GTT ACC TGC AGT GCT TCG GAA CCT ACG GTG CGG ATT GTG GGT CGA AAT 
HdBi Met asp asp val thr cys ser ala ser glu pro thr val arg ile val gly arg asn 
61/21 * 91 ' 31 

GGC ATG TGC GTG GAC GTC CGA GAT GAC GAT TTC CGC GAT GGA AAT CAG ATA CAG TTG TGG 
gly met cys val asp val arg asp asp asp phe arg asp gly asn gin ile gin leu trp 
121/41 151/51 

CCC TCC AAG TCC AAC AAT GAT CCG AAT CAG TTG TGG ACG ATC AAA AGG GAT GGA ACC ATT 
pro ser lys ser asn asn asp pro asn gin leu trp thr ile lys arg asp gly thr ile 
181/61 211/71 

CGA TCC AAT GGC AGC TGC TTG ACC ACG TAT GGC TAT ACT GCT GGC GTC TAT GTG ATG ATC 
arg ser asn gly ser cys leu thr thr tyr gly tyr thr ala gly val tyr val met ile 
241/81 271/91 

TTC GAC TGT AAT ACT GCT GTG CGG GAG GCC ACT CTT TGG CAG ATA TGG GGC AAT GGG ACC 
phe asp cys asn thr ala val arg glu ala thr leu trp gin ile trp gly asn gly thr 
301/101 331/111 

ATC ATC AAT CCA AGA TCC AAT CTG GTT TTG GCA GCA TCA TCT GGA ATC AAA GGC ACT ACG 
ile ile asn pro arg ser asn leu val leu ala ala ser ser gly ile lys gly thr thr 
361/121 391/131 

CTT ACG GTG CAA ACA CTG GAT TAC ACG TTG GGA CAG GGC TGG CTT GCC GGT AAT GAT ACC 
leu thr val gin thr leu asp tyr thr leu gly gin gly trp leu ala gly asn asp thr 
421/141 451/151 

GCC CCA CGC GAG GTG ACC ATA TAT GGG TTC AGG GAC CTT TGC ATG GAA TCA AAT GGA GGG 
ala pro arg glu val thr ile tyr gly phe arg asp leu cys met glu ser asn gly gly 
481/161 511/171 

AGT GTG TGG GTG GAG ACG TGC GTG AGT AGC CAA AAG AAC CAA AGA TGG GCT TTG TAC GGG 
ser val trp val glu thr cys val ser ser gin lys asn gin arg trp ala leu tyr gly 
541/181 571/191 

GAT GGT TCT ATA CGC CCC AAA CAA AAC CAA GAC CAA TGC CTC ACC TGT GGG AGA GAC TCC 
asp gly ser ile arg pro lys gin asn gin asp gin cys leu thr cys gly arg asp ser 
601/201 631/211 

GTT TCA ACA GTA ATC AAT ATA GTT AGC TGC AGC GCT GGA TCG TCT GGG CAG CGA TGG GTG 
val ser thr val ile asn ile val ser cys ser ala gly ser ser gly gin arg trp val 
661/221 691/231 

TTT ACC AAT GAA GGG GCC ATT TTG AAT TTA AAG AAT GGG TTG GCC ATG GAT GTG GCG CAA 
phe thr asn glu gly ala ile leu asn leu lys asn gly leu ala met asp val ala gin 
721/241 751/251 

GCA AAT CCA AAG CTC CGC CGA ATA ATC ATC TAT CCT GCC ACA GGA AAA CCA AAT CAA ATG 

ala asn pro lys leu arg arg ile ile ile tyr pro ala thr gly lys pro asn gin met 
781/261 

TGG CTT CCC GTG CCA TGA TAA GGA TCC 
trp leu pro val pro STP STP BamHI 
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Fig. 4 9/27 
Nukleotidsequenz und abgeleitete 
Aminosauresequenz von Prapromistellektin 

c. 

1/ 31/ 

TTT TAT CTC CTG CCA TCT TCC ATC GGG GAG TCG CCG TGA CAC CAT TCA GGA ACA ATG AAT 

met asn 

61/3 91/13 

GCG GTT ATG GAC TCA AGA AGG GCA TGG GCT TCG TGT TTT TTA ATG CTG GGC CTA GTT TTT 
ala val met asp ser arg arg ala trp ala ser cys phe leu met leu gly leu val phe 
121/23 151/33 

GGT GCG ACG GTC AAA GCG GAA ACC AAA TTC AGC TAC GAG AGG CTA AGA CTC AGA GTT ACG 
gly ala thr val lys ala glu thr lys phe ser tyr glu arg leu arg leu arg val thr 
181/43 211/53 

CAT CAA ACC ACG GGC GAC GAA TAT TTC CGG TTC ATC ACG CTT CTC CGA GAT TAT GTC TCA 
his gin thr thr gly asp glu tyr phe arg phe ile thr leu leu arg asp tyr val ser 
241/63 271/73 

AGC GGA AGC TTT TCC AAT GAG ATA CCA CTC TTG CGT CAG TCT ACG ATC CCC GTC TCC GAT 
ser gly ser phe ser asn glu ile pro leu leu arg gin ser thr ile pro val ser asp 
301/83 331/93 

GCG CAA AGA TTT GTC TTG GTG GAG CTC ACC AAC CAG GGG GGA GAC TCG ATC ACG GCC GCC 
ala gin arg phe val leu val glu leu thr asn gin gly gly asp ser ile thr ala ala 
361/103 391/113 

ATC GAC GTT ACC AAT CTG TAC GTC GTG GCT TAC CAA GCA GGC GAC CAA TCC TAC TTT TTG 
ile asp val thr asn leu tyr val val ala tyr gin ala gly asp gin ser tyr phe leu 
421/123 451/133 

CGC GAC GCA CCA CGC GGC GCG GAA ACG CAT CTC TTC ACC GGC ACC ACC CGA TCC TCT CTC 
arg asp ala pro arg gly ala glu thr his leu phe thr gly thr thr arg ser ser leu 
481/143 511/153 

CCA TTC AAC GGA AGC TAC CCT GAT CTG GAG CGA TAC GCC GGA CAT AGG GAC CAG ATC CCT 
pro phe asn gly ser tyr pro asp leu glu arg tyr ala gly his arg asp gin ile pro 
541/163 571/173 

CTC GGT ATA GAC CAA CTC ATT CAA TCC GTC ACG GCG CTT CGT TTT CCG GGC GGC AGC ACG 
leu gly ile asp gin leu ile gin ser val thr ala leu arg phe pro gly gly ser thr 
601/183 631/193 

CGT ACC CAA GCT CGT TCG ATT TTA ATC CTC ATT CAG ATG ATC TCC GAG GCC GCC AGA TTC 
arg thr gin ala arg ser ile leu ile leu ile gin met ile ser glu ala ala arg phe 
661/203 ~ 691/213 

AAT CCC ATC TTA TGG AGG GCT CGC CAA TAC ATT AAC AGT GGG GCG TCA TTT CTG CCA GAC 
asn pro ile leu trp arg ala arg gin tyr ile asn ser gly ala ser phe leu pro asp 
721/223 751/233 

GTG TAC ATG CTG GAG CTG GAG ACG AGT TGG GGC CAA CAA TCC ACG CAA GTC CAG CAT TCA 
val tyr met leu glu leu glu thr ser trp gly gin gin ser thr gin val gin his ser 
781/243 811/253 

ACC GAT GGC GTT TTT AAT AAC CCA ATT CGG TTG GCT ATA CCC CCC GGT AAC TTC GTG ACG 
thr asp gly val phe asn asn pro ile arg leu ala ile pro pro gly asn phe val thr 
841/263 871/273 

TTG ACC AAT GTT CGC GAC GTG ATC GCC AGC TTG GCG ATC ATG TTG TTT GTA TGC GGA GAG 
leu thr asn val arg asp val ile ala ser leu ala ile met leu phe val cys gly glu 
901/283 931/293 

CGG CCA TCT TCC TCT GAG GTG CGC TAT TGG CCG CTG GTC ATA CGA CCC GTG ATA GCC GAT 
arg pro ser ser ser glu val arg tyr trp pro leu val ile arg pro val ile ala asp 
961/303 991/313 

GAT GTT ACC TGC AGT GCT TCG GAA CCT ACG GTG CGG ATT GTG GGT CGA AAT GGC ATG TGC 
asp val thr cys ser ala ser glu pro thr val arg ile val gly arg asn gly met cys 
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Fig. 4 w 27 
Nukleotidsequenz und abgeleitete 
Aminosauresequenz von Prapromistellektin 

c. Fortsetzung 

1021/323 1051/333 

GTG GAC GTC CGA GAT GAC GAT TTC CGC GAT GGA AAT CAG ATA CAG TTG TGG CCC TCC AAG 
val asp val arg asp asp asp phe arg asp gly asn gin ile gin leu trp pro ser lys 
1081/343 1111/353 

TCC AAC AAT GAT CCG AAT CAG TTG TGG ACG ATC AAA AGG GAT GGA ACC ATT CGA TCC AAT 
ser asn asn asp pro asn gin leu trp thr ile lys arg asp gly thr ile arg ser asn 
1141/363 1171/373 

GGC AGC TGC TTG ACC ACG TAT GGC TAT ACT GCT GGC GTC TAT GTG ATG ATC TTC GAC TGT 
gly ser cys leu thr thr tyr gly tyr thr ala gly val tyr val met ile phe asp cys 
1201/383 1231/393 

AAT ACT GCT GTG CGG GAG GCC ACT CTT TGG CAG ATA TGG GGC AAT GGG ACC ATC ATC AAT 
asn thr ala val arg glu ala thr leu trp gin ile trp gly asn gly thr ile ile asn 
1261/403 1291/413 

CCA AGA TCC AAT CTG GTT TTG GCA GCA TCA TCT GGA ATC AAA GGC ACT ACG CTT ACG GTG 
pro arg ser asn leu val leu ala ala ser ser gly ile lys gly thr thr leu thr val 
1321/423 1351/433 

CAA ACA CTG GAT TAC ACG TTG GGA CAG GGC TGG CTT GCC GGT AAT GAT ACC GCC CCA CGC 
gin thr leu asp tyr thr leu gly gin gly trp leu ala gly asn asp thr ala pro arg 
1381/443 " 1411/453 

GAG GTG ACC ATA TAT GGG TTC AGG GAC CTT TGC ATG GAA TCA AAT GGA GGG AGT GTG TGG 
glu val thr ile tyr gly phe arg asp leu cys met glu ser asn gly gly ser val trp 
1441/463 1471/473 

GTG GAG ACG TGC GTG AGT AGC CAA AAG AAC CAA AGA TGG GCT TTG TAC GGG GAT GGT TCT 
val glu thr cys val ser ser gin lys asn gin arg trp ala leu tyr gly asp gly ser 
1501/483 ~ 1531/493 

ATA CGC CCC AAA CAA AAC CAA GAC CAA TGC CTC ACC TGT GGG AGA GAC TCC GTT TCA ACA 
ile arg pro lys gin asn gin asp gin cys leu thr cys gly arg asp ser val ser thr 
1561/503 1591/513 

GTA ATC AAT ATA GTT AGC TGC AGC GCT GGA TCG TCT GGG CAG CGA TGG GTG TTT ACC AAT 
val ile asn ile val ser cys ser ala gly ser ser gly gin arg trp val phe thr asn 
1621/523 1651/533 

GAA GGG GCC ATT TTG AAT TTA AAG AAT GGG TTG GCC ATG GAT GTG GCG CAA GCA AAT CCA 
glu gly ala ile leu asn leu lys asn gly leu ala met asp val ala gin ala asn pro 
1681/543 1711/553 

AAG CTC CGC CGA ATA ATC ATC TAT CCT GCC ACA GGA AAA CCA AAT CAA ATG TGG CTT CCC 
lys leu arg arg ile ile ile tyr pro ala thr gly lys pro asn gin met trp leu pro 
1741/563 " 1771/573 

GTG CCA TGA TTT AGG TTC ATG GCT CGA AGA TTG CTT GCA TGC GAC CAT CCT TTC TAT TTT 
val pro STP 

1801/ 1831/ 

CTC TTT TCT ACC TTT TGA AAT AAT GTC TGT GAA TAA TGT GGC ACG TTG AGG CCC GCC GAA 
1861/ 1891/ 

AGA AGC CTT AGC CAC CTT GTG TTT GAG AAT AAA TGA GTT AAT GCA AGC AAT CAA CTT CTC 

1921/ 

CTT 

Die Sequenz ist abgeleitet von den klonierten ML-Genfragmenten u h" 
(Nucleotide 1 - 204), T (Nucleotide 205 - 909), V (Nucleotide 910 - 957), "g" 
(Nucleotide 958 - 1746) und V (Nucleotide 1747 - 1923) 
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Fig. 5 11/27 

Konstruktion des MLA-Expressionsvektors pT7-MLA 



5' AA TAT TTC CGC TTC ATC ACG CTT CTC CGA 3" 

Y 17 F R F I T L L R 25 
RML16 

>c Sspl Viscum album ML-Gen 




RML17 



3' CAT ACG CCT CTC GCC GGT AGA ATT ATC CCTAGG 5' 

V 246 C G E R P S 252 



5' * CTAGX CAT ATG TAC CAA CCT ATC CGT CTGCCTGTTACCCACCACACCACC GGT GAA GAA TAT TG XATTC 3' 
3' AOATC T GTA TAC ATC CTT CCA CAC CCA TAG GCA CAA TOG GTG GTC TGG TGG CCA CTT CTT ATA ACTTAA C 5* 



RML14[64mer] 
RML15[64mer] 



chemisch 
synthetisiert 



PCR Amplication 

RML16/RML17 

komplexe 

genomische 

Viscum album 

DNA 



Xbal Ndel EcoRI 
I SspL, 



synthetisches Fragment 
RML14-RML15(64bp) 



BamHI 
Stopp I 



Amplffikationsprodukt L16 - L17 (0,7 kbp) 



Ndel 



V Vektor pCR-7 
[ Xbal + EcoRI 
5'-dephos. 



r 



Xbal Ndel EcoRI 
^^S^ BamHI Kpn » Nsil 



EcoRI 



TA-doning vector pCR II 
EcoRI 




Nsil BamHiyf^' Bam " !/ Xhol ^ , 
tjji I I III I L i 




Vektor pML 14-15 
Sspl + BamHI 
5'-dephosphoryliert 



Ligation 



Xtel Ndel BamHI 
Apa l \, , Sad 





Sspl 


BamHI 


Xbal 




i Xbal Ctal 




»~ - \ . i . t . 





Nsil 



Sspl + BamHI 

Isolierung des 0,7 kbp MLA- 
Fragments 



Ndel + BamHI 
Isolierung des 0,7 kbp MLA-Fragments 

L. 
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Fig. 5 Fortsetzung 

Konstruktion des MLA-Expressionsvektors pT7-MLA 



Amplifikation eines 
MLA-Fragments 

bp I 



1300 
1100 

900! 

680 1 



700bp 
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Fig. 6 

Konstruktion des ML-B Expressionsvektors pT7-MLB 



5' CAT ATS GAT GAT GTT ACC TGC ACT GC 3" 

M D 81 D V T C S A 87 

RML25 



en 



Ndel 



B 



Stopp 

itOPD 

BamHI 



RML26 



Slopp Stopp BamHI 
3* pJ-. i— ■ 1 5 

C ACC GAA CGG CAC GGT ACT ATT CCTAGG 

B23S B243 
M W L P V F» 



PCR Ampl'rfikation 
RML25/RML26 

komplexe genomische Viscum album 
DNA 



Stopp 



BamHI 



Amplifikationsprodukt L25 - L26 (0,8 kbp) 



TA-cloning vector pCR II (3,9 kbp) 



Ndel 
Xbal L 



EcoRI 



EcoRI 



Nsil Kpnl 
J I I 



Ndel 



BamHL 



Xhol Apa I 



T7 

Promoter 




BamHI Sa|| Hind „, 
J Xbal | Pstl i Clal 

ML B-Kette 





Ndel + BamHI 
Isolierung des 0,8 kbp Fragments 



Hinc II 
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Fig. 6 Fortsetzung 
Konstruktion des ML-B Expressionsvektors pT7-MLB 



Amplifikation eines 
MLB-Fragments 



M M 1 2 



bp 



1100 
890 
692 



800bp 
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Fig. 7: 

Expression von rMLA und rMLB 
a.: Expression der rMLA-Kette 
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SDS-PAGE Untersuchung von 
E. coli BL21/pT7-MLA Lysaten 



S1 2 345 678K 




rMLA 



Immunologische Detektion 
von rMLA (Western Blot) 
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Fig. 7 Fortsetzung 
Expression von rMLA und rMLB 

b.: Expression der rMLB-Kette 
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von rMLB (Western Blot) 



WO 97/01636 



PCT/EP96/02773 



17/27 



Fig. 8 

Isoelektrische Chromatofokussierung von rMLA 
and rMLB vs. MLA, MLB und ML-1 Holoprotein 
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Fig. 9 

Enzymatische Aktivitat von rMLA 
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Fig. 10 

Carbohydrat-Bindecharakteristik von rMLB 
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Fig. 10 Fortsetzung 

Carbohydrat-Bindecharakteristik von rMLB 
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Fig. 11 

MOLT4-Zytotoxizitat von rML 
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F «g- 12 

Apoptose-lnduktion bei U937 Zellen 
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Fig. 13 

Immunstimmulierende Wirkung von 
rekombinantem Mistellektin im 
PBMC-Modell 



a. Induktion der Freisetzung von TNF-a 
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Fig. 13 Fortsetzung 
Immunstimmulierende Wirkung von 
rekombinantem Mistellektin im 
PBMC-Modell 



b. Induktion der Freisetzung von IFN-y 
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Fig. 14 

Immunstimmulierende Wirkung von 
rekombinantem Misteliektin im 

skin2-ZK1200 ModeH 

a. Induktion der Freisetzung von IL-1a 
IL-1 a [pg/ml] 20 1 " 1 
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Fig. 14 Fortsetzung 
Immunstimmulierende Wirkung von 
rekombinantem Mistellektin im 

skin2-ZK1200 ModeH 



b. Induktion der Freisetzung von IL-6 
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Fig. 15 

CD69-lnduktion durch rMLB bei PBMC 
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